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role  in  cancer  progression.  Protein‐protein  interactions  play  a  central  role  in  the 
infection,  survival  and  proliferation  of  the  virus  in  the  host.  Although  some 
interactions of HPV proteins are well characterised, it is essential to discover other key 





was generated by  recombinatorial  cloning  and  three  independent Y2H  screens were 
performed: (i) Intra‐viral screen to identify interactions among the HPV‐16 proteins; (ii) 
Inter‐viral screen to identify interactions with proteins of Herpes Simplex Virus (HSV) 
which  is  suggested  to  be  a  co‐factor;  and  (iii)  Virus‐host  screen  to  identify  novel 
cellular binding partners. The intra‐viral Y2H screen confirmed some of the previously 
known  interactions  and  also  identified  binding  of  the  E1  and  E7  proteins. Deletion 
mutagenesis was performed to map the interaction domains to the amino‐terminal 92 
amino  acids  of  E1  and  carboxy‐terminal  CxxC  domain  of  E7.  Replication  assays 
suggest a possible repression of E1‐mediated episomal replication by direct binding of 
E7. The  inter‐viral Y2H screen  identified  interactions of HPV proteins with seventeen 
HSV‐1  proteins  including  transcriptional  regulator  ICP4  and  neurovirulance  factor 
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1.1 Papilloma Virus 
Papilloma  viruses  (PVs)  are  small,  epitheliotrophic,  non‐enveloped  double‐stranded 
(ds)  deoxyribonucleic  acid  (DNA)  viruses  belonging  to  the  papillomaviridae  family. 
Cottontail rabbit papilloma virus (CRPV), which causes warts of cottontail rabbits, was 
the first PV to be identified (1). It specifically infected cutaneous epithelium and caused 
warts and  tumours  (it was  the  first DNA  tumour virus  identified) but was unable  to 
infect  any mucosal  sites  (1).  Soon  after  its  discovery,  an  oral  papilloma  virus was 
discovered in rabbits called rabbit oral papillomavirus (ROPV) which caused warts in 
the oral mucosa but was unable to infect non‐mucosal epithelial sites (2). This led to the 
understanding  that  PVs  are  site‐specific  and  two  types  of  PVs  exist‐ mucosal  and 
cutaneous.  Neither  of  these  two  viruses,  CRPV  or  ROPV  could  infect  any  other 
mammals which further  led  to  the conclusion  that apart from being site‐specific, PVs 
are  also highly  species‐specific  (3). Additionally,  it was discovered  that multiple PV 
types  could  infect  the  same  species and exposure  to one  type of PV does not  confer 
protective  immunity  against  another  (3). As  PVs  infect most  known mammals  and 
birds,  there are 189 PV  types known  to date  including 120 human papilloma viruses 
(HPV) (4).  




gene  organisation  and  sequence  homology.  The  recognition  of  these  differences 
between  the  two  families  led  to  the  classification  of  PVs  as  a  new  family  called 
papillomaviridae  (6). The members of  this  family are now classified based on sequence 




family  is divided  into  genus  (PVs with  less  than  60 %  homology),  species  (60‐70 % 
homology), types (71‐89 % homology), subtypes (90‐98 %) and variants (more than 98 
% homology)  (Figure  1.1). Based  on  this  classification,  there  are  twenty nine genera 
named by Greek  letters.  Since  the number of genera  is more  than  the Greek  letters, 




genital  mucosa  and  the  medically  important  HPVs  associated  with  malignant 
infections (classified as high‐risk types), such as types ‐16 and ‐18 fall under this genus. 
However,  within  the  alpha  genus,  there  are  also  some  HPV  types  which  infect 
cutaneous  epithelium  causing benign  skin warts  such  as  types  ‐2  and  ‐57. The beta, 
gamma,  mu,  and  nu  viruses  infect  non‐genital  skin  with  beta  HPVs  involved  in 
causing  epidermodysplasia  verruciformis  (EV)  specific  lesions.  All  other  genera 







L1 ORF. The outermost semicircular symbols  refer  to genera,  the numbers at  the end of each 
branch  identify  the  species  and other  abbreviations  refer  to  animal papillomavirus  types. C‐
numbers refer to candidate HPV types. Figure reproduced with permission from reference (4).  
 
1.1.2  Human Papilloma virus  
HPV infects the skin and the genital mucosa of humans. Out of the 120 known HPVs, 
around 40  infect genital areas and  these are  further  classified based on  their disease 
association as high‐risk  types  (HPV  ‐16,  ‐18,  ‐31,  ‐45) which  cause malignant genital 
lesions and low‐risk types (HPV ‐2, ‐6, ‐11, ‐57) that cause warts and benign lesions (8). 
1.2 HPV Biology 
1.2.1  HPV life cycle 
The life cycle of HPV depends on differentiating epithelium (Figure 1.2). The stratified 














the  transcription  of  other  viral  genes  and  aid  in  replication.  The  E6  and  E7 
oncoproteins  increase cell proliferation,  leading  to benign  lesions and warts.  In most 
cases of  infection,  the virus  is maintained  in an  episomal  state  in  the dividing basal 
cells. As  the basal cells differentiate and move  to  the upper  layers of epithelium,  the 
expression  of  late  proteins  E4,  L1  and  L2  occurs.  The  expression  of  these  proteins 




the  viral DNA  into  the  cellular  genome  occurs.  Integration  is  randomly  distributed 
with no preferential integration site on the human genome (11). However, it has been 
observed  that  the  disruption  of  the  E2  gene  of  HPV  is  often  a  consequence  of 
integration  (11).  E2  controls  the  transcription  of  viral  oncogenes  E6  and  E7  and  its 
disruption leads to increased expression of E6 and E7 which induce a series of cellular 







Figure  1.2:  HPV  life  cycle  in  differentiating  epithelium.  The  figure  shows  normal 
differentiation  of  stratified  squamous  epithelium  in  the  leftmost  corner  (light  blue).  In  the 
middle  panel,  HPV  infected  basal  keratinocytes  (shown  in  dark  blue)  with  episomal  viral 
genome divide and move on to supra‐basal layers which remain in the cell cycle and continue 





1.2.2  Genome organisation 
HPV genome  is made of eight kilobase  (Kb) circular dsDNA.  It  is divided  into  three 
regions:  (i) a  long control region  (LCR), containing  the origin of replication  (Ori) and 
promoter  sites  for  transcription  of  genes;  (ii)  an  early  region  coding  region  for  the 
genes ‐ E1, E2, E4, E5, E6, E7;  (iii) a late region coding for genes L1 and L2. The three 









HPV‐16 genome  including  the  long  control  region  (LCR),  the  early and  the  late  regions. The 
main promoters p97 and p670 and  the polyadenylation  sites AE and AL are also  shown. The 
ORF and the start and end sites are shown above. The LCR region is expanded below to show 
the  four  E2  binding  sites  (E2BS),  one  E1  binding  site  (E1BS),  SP1  and  TATA  box.  Figure 
recreated from reference (14).   
 
1.2.3 Capsid structure 
Studies of viral structure,  infection and entry have been difficult due to the close  link 
between differentiation  epithelium  and HPV  lifecycle. However,  in  the  recent  years 
these problems were overcome by the discovery and use of virus like particles (VLPs), 
pseudovirions  (PsV)  and  quasivirions  (QV)  (reviewed  in  reference  (15)).  VLPs  are 
generated  by  transfecting  plasmids  expressing  L1  alone  or  L1  and  L2  proteins  into 
E.coli, yeast or mammalian  cells. The  expression of  these  two proteins  results  in  the 
formation of DNA free capsid particles which can be isolated by lysing the cells. PsVs 
are similar to VLPs but contain a reporter plasmid encased within the virion. QVs are a 














structure. There  are  12 pentavalent  and  60 hexavalent  capsomeres  (20). Within  each 
capsomeres,  one  L2  is  present  stabilising  the  capsid  structure  (20).  Being  highly 




1.2.4  Viral entry and internalisation 
HPV  infection occurs by binding of the virus particle to the basement membrane and 






predominant HPV  receptor  (22). However, as  the ECM  is also a primary attachment 
site,  the  secreted  perlecans might  also  be  involved. HSPG‐independent  infection  of 
HPV‐16  has  also  been  shown  which  leads  to  the  hypothesis  that  other  secondary 







while L2  interacts with secondary receptors  (23). The  first step of viral contact  to  the 
cell  happens  with  a  low‐specificity  binding  of  L1  to  HSPGs  which  causes  a 
conformational change in the capsid resulting in the unmasking of a specific region in 
the  amino  (N)  terminus  of  L2, which  is  then  cleaved  by  the  proteinase  furin.  The 
proteolytic  cleavage  of  L2  leads  to  further  conformational  change  resulting  in  the 
binding  of  L2  to  secondary  receptors.  The  internalisation  of HPV  is  a  slow  process 
compared  to  most  viruses.  Studies  have  shown  an  unusually  long  period  of  cell 
attachment before  entry  (reviewed  in  reference  (24)).  Internalisation of HPV particle 
occurs by endocytosis with two possible mechanisms, clathrin‐mediated and caveolin‐
mediated  (25).  However,  a  recent  study  also  suggests  a  clathrin  and  caveolin 
independent mechanism for internalisation of HPV‐16 (26).  
 
Once  the virus has entered  the cell, uncoating of virus occurs within  the endosomes 
where the L1 protein is shed from the viral genome. The L2 protein is not necessary for 




localisation  signal  (NLS) which  shuttles  the  genome  into  the  nucleus  (reviewed  in 
reference (27)).  
1.2.5  Viral replication  
Most of the relevant  literature available about PV replication comes from research on 
BPV‐1  as  it  readily  infects mouse  fibroblasts.  Since  the mechanism  of  replication  is 






Upon  viral  infection,  expression  of  early  proteins  E1  and  E2  initiate  episomal 
replication. The minimum sequence required for replication is the Ori, which is located 
in the LCR of the genome (Figure 1.3). The Ori includes an E1 binding site (E1BS) and 
multiple  E2  binding  sites  (E2BS)  (30).  Initiation  of  replication  occurs  by  sequential 
assembly of replication machinery on  the Ori  (Figure 1.4).  Initially, E2  forms a dimer 
and binds  to  the E2BS. By direct protein‐protein  interaction between E2 and E1,  two 
molecules of E1 are brought together forming a hetero‐tetramer of E1 and E2 (31). E1 is 
the  viral  replication  factor  that  acts  as  an  adenosine  triphosphate  (ATP)  dependent 
helicase. Binding of E1 is not sequence‐specific, but E2 maintains specificity of binding 
of E1. This  is followed by ATP‐dependent removal of E2 and addition of E1 dimer to 
the  complex  resulting  in E1 homo‐tetramer.  In  the next  step, more E1 molecules are 












The LCR of episome  is shown with E2  (blue) and E1  (purple) proteins. E2 dimers bind  to  the 
LCR and recruit E1  followed by release of E2 and  formation of E1 di‐hexamer. Each hexamer 
binds to one strand of DNA and separates them to form a replication fork. Cellular replication 




The E1 protein  is  a  68 kDa nuclear phosphoprotein  similar  in  form  and  function  to 
SV40 large T antigen (33). It has ATPase and helicase activities (34) by which it is able 
to unwind DNA  for replication. The carboxy  (C)  terminal region of E1  is responsible 
for DNA‐binding, oligomerization, E2 binding, ATPase and helicase activities. E1 also 








residues  phosphorylated  are  highlighted.  The  cellular  interacting  partners  of  E1  are  listed 
below. Figure recreated from reference (35). 
 
In  addition  to  its  well  characterised  role  in  replication,  E1  is  involved  in  viral 
transcription  and  transformation.  In  BPV‐1,  E1  modulates  the  ability  of  E2  to 
transactivate viral promoters  (36). Apart  from  the  full‐length E1, BPV1 also has a 23 
kDa E1‐M protein which is thought to be a transcriptional repressor (37). A similar E1‐
M protein has been found in HPV‐11 (38).  E1 also modulates the host cell cycle by its 
interactions  with  histone  H1  and  cyclin  D1  (39,40).  Mutations  in  E1  protein  also 
increase the transformation and immortalisation of keratinocytes by HPV‐16 (41).  
1.2.6  Viral transcription 
Viral transcription is tightly regulated by the differentiation stage of the host cells. Two 
major  promoters  control  transcription  in  HPV‐16.  The  early  promoter  p97  lies 
upstream of  the E6 ORF and  is responsible  for early gene expression  in basal cells of 
the epithelium. The p670 promoter lies within the E7 ORF region and is responsible for 




Transcription  is also regulated by regulatory cis elements present  in  the LCR  (Figure 
1.3),  such  as  the  consensus  E2BS,  ACC(N6)GGT  by  which  E2,  the  transcriptional 
Oligomerisation/ATPase/Helicase/DNA and E2 bindingHistone H1 binding
191 6491 185
S89P S93P S107P
Cellular interactions of E1 
p180,  cyclin E- CDK2 complex, UBC9, 
topoisomerase I, RPA, PCNA, histone H1, 






present  in  the  E7  ORF  control  the  p670  promoter  (43).  Several  transcription  factor 
binding sites such as AP1 and SP1 are also present in the LCR (44).  
 
The  transcripts  of  HPV‐16  do  not  contain  any  introns  and  viral  transcripts  are 
polycistronic  undergoing  extensive  alternative  splicing.  Several  mRNA  transcripts 
coding for putatively spliced proteins have been characterised. The E1^E4 protein is a 
product of a spliced transcript resulting in the first five amino acids of E1 combined to 





 The  E2  protein  is  the major  transactivator  of  viral  gene  expression.  It  has  an  N‐
terminal  transactivation  domain  of  about  200  amino  acids  and  a  C‐terminal DNA‐
binding and dimerisation domain of about 90 amino acids. The two domains are highly 










interactions with  cellular  transcription  factors  such  as AMF‐1  (also  called G‐protein 




repressing  transcription  of  the  viral  oncogenes  E6  and  E7  (52)  and  late  genes  (53). 
Another  known  function  of  E2  is  its  role  in  plasmid  segregation  by  tethering  the 
episome  to mitotic  chromosomes  by  its  interaction with  BRD4  (54), ChIR1  (55)  and 
TopBP1 (56,57). E2  is  intrinsically pro‐apoptotic through  its  interactions with p53 (58) 
and caspase 8 (59) and overexpression of E2 in HPV transformed or untransformed cell 
lines causes abrogation of the cell cycle.  
1.2.7 Encapsidation and release of virus 
While replication and transcription of the virus is tightly regulated in the basal layer of 






viral replication occurs. Two new spliced  forms  in HPV‐18, E2^E4C and E2^E4L  (61) 
and one in HPV‐16 E1^E4* have been identified (43) . 
 
Being expressed  in  terminally differentiated cells of epithelium, E1^E4 plays a role  in 
making  the cell unstable and conducive  for viral  release  (62). With  its C‐terminus,  it 
can oligomerise to form filamentous networks (63). The  N‐terminus of E1^E4 can bind 
to the cytokeratin network by its interaction with keratin‐18 (64–66). The multimers of 
E1^E4  are  then  cleaved  by  the  protein  calpain  causing  the  collapse  of  cytokeratin 
network  (67).  Once  the  cytokeratin  is  disrupted,  E1^E4  associates  with  the 






Apart  from  its  function  in  terminally  differentiated  cells,  overexpression  of  E1^E4 









The  E7  oncoprotein  of  HPV  plays  a  central  role  in  the  transformation  and 
immortalisation  of  cells with  co‐operation  from E6.  It  is  a  small protein made  of  98 
amino  acids  and  shares  structural  and  functional  similarities  with  two  viral 

















family  of  transcription  factors  that  are  necessary  for  the  transcription  of  genes 
responsible  for S‐phase progression. During  late G1, RB  is phosphorylated by cyclin‐
dependent kinases (CDKs) and hyperphosphorylated RB releases E2F. The continuous 
expression  of  E2F  responsive  genes  leads  to  uncontrolled  cell  division.  Protein 
phosphatase PP1c  acts by  competing with CDKs  to dephosphorylate RB  in order  to 
maintain control over cell cycle (74). In many cancers, RB is degraded by ubiquitination 
or maintained  in hyperphoshorylated  state  for  continued  cell  cycle progression  (73). 
Regulation of RB by HPV E7 protein  is a key factor  in HPV  infection. E7 binds to RB 
and  releases  E2F  for  constitutive  expression  of  S‐phase  genes.  E7  also  mediates 
proteosomal  degradation  of  RB  (9)  resulting  in  constitutive  expression  of  E2F 
responsive genes and therefore continued proliferation. The LxCxE domain in the CRII 
domain  and  additional  amino  acids  in  the  CRIII  domain  are  necessary  for  E7 
interaction with RB (75–77). Apart from its action via RB, E7 also directly interacts with 
E2F proteins and activates transcription of its downstream genes (78). Therefore, by its 
action  through RB  and E2F  it maintains  the  cell  in  a  continuous proliferative phase 






particular  interest  is  its  interaction with CDK  inhibitors such as p21. p21 binds to the 
CDK–cyclin complex and  to proliferation cell nuclear antigen  (PCNA) and acts a cell 
cycle  check  point  at  G1.  E7  interacts  with  p21  and  prevents  its  functions  thereby 
leading  to  continued progression  through  cell  cycle which  is  also  suggested  to be  a 














The E6 protein  is one of  the major oncogenes of  the virus which causes  inhibition of 
DNA  damage‐induced  apoptosis.  The  degradation  of  RB  by  E7  and  increased  cell 
proliferation  induces  a  p53  dependent  DNA  damage  response  in  cells  which  is 
controlled  by  E6  (81).  P53  is  a  tumour  suppressor  protein  which  is  activated  in 
response  to  DNA  damage.  Upon  activation,  it  transcriptionally  activates  genes 
required for apoptosis and cell cycle arrest (82).   In HPV  infected cells, the activity of 
p53  is  controlled by E6. E6  causes ubiquitin‐mediated proteolysis of p53  through  its 
interaction with the ubiquitin ligase E6‐associated protein (E6AP) (83). This activity is 
specific to high‐risk HPVs, whereas in low‐risk HPVs, even though the E6 protein can 
bind  to  E6AP,  this  does  not  result  in  p53  degradation  suggesting  that  additional 
mechanisms might be  involved  (9). E6 also  induces self‐ubiquitination of E6AP. This 




immortalising  epithelial  cells,  which  indicates  this  is  a  necessary  mechanism  for 
immortalisation (84). 
 
Additionally, E6  interferes with p53 activity by binding directly  to  it and  interfering 
with  its DNA‐binding and  transcriptional activity. The affinity of  this  interaction and 
inhibition of DNA‐binding is higher in high‐risk compared to low‐risk HPV types (85). 
E6  also  blocks  the  activity  of histone  acetyl  transferases which  stabilise p53  such  as 
p300, CREB binding protein (CBP) and ADA3 (9).   
 
Apart  from  its  major  role  in  p53  degradation,  several  additional  mechanisms  of 
immortalisation of  cells by E6 have been  reported. E6 binds  to  cellular PDZ domain 
containing proteins  through a unique motif present  in high‐risk HPVs and acts as a 






E6 upregulates human  telomerase (hTERT) and maintains  telomere  length which  is a 
characteristic  of most  cancers  (88). E6 does  this by  three possible mechanism:  (i) by 
binding  to  activators  of  hTERT  transcription  factors  such  as MYC, MAX,  SP1  and 
















membrane bound protein predominantly  located  in  the endoplasmic  reticulum  (ER), 
golgi apparatus, endosomes and the nuclear membrane (90).  
 
HPV‐16 E5  causes  transformation and  increased growth  in  the presence of epithelial 
growth  factor  (EGF)  and  platelet  derived  growth  factor  (PDGF)  receptors  (91).  E5 
mediates signalling through EGFR and also enhances mitogen‐activated protein kinase 
(MAPK) signalling pathway  in cells  independent of EGFR through ERK1/2 (92). E5  is 
also  reported  to  activate  ET‐1/ETA  receptor  signalling  (93).  E5  suppresses  the 
transcription  of  tumour  suppressor  p21  and  increases  expression  of  JUN  and  FOS 












P53,  Bak, TNFR, 
FADD, caspase 8








1.2.9 Immune evasion 
HPV is a very successful pathogen and it has evolved several mechanisms of immune 
evasion.  The  virus  infects  epithelial  cells which  have  a  differentiating  lifecycle.  By 









that HPV‐8  causes  a  reduction  in Langerhans  cells possibly mediated by  the  loss of 
CCL20  (104,105). The viral oncoproteins E6 and E7 are able  to disrupt  the  interferon 
signalling  pathway  particularly  the  Type  1  interferons  which  have  antiviral  and 
antiproliferative properties  (106). The E6 protein  inhibits  IRF‐3  activity  (107)  and E7 
abrogates IFN‐α induced signalling (108). Additionally, E5 causes disruption of MHC 
class  II molecules  (96,97). While most HPV  infections are  cleared with  time,  there  is 
limited  knowledge  about  its  mechanism.  There  is  evidence  to  suggest  that  in  the 
naturally regressing anogenital warts, there is an infiltration of CD4+ and CD8+ T cells. 






1.3 HPV and human disease 
1.3.1 Benign warts and lesions  
HPVs are epitheliotropic viruses which cause several types of warts in different parts 
of  the body  (Table 1.1). Among  the  cutaneous HPVs,  low‐risk  types  ‐1 and  ‐2  cause 
common warts in the skin such as flat warts and papillomas while high‐risk cutaneous 
types such as types ‐5 and ‐8 are associated with epidermodysplasia verruciformis (EV) 
specific  lesions.  EV  is  a  rare  autosomal  recessive  disorder  which  increases 
susceptibility  to  certain  HPV  types.  Infection  with  HPVs  in  these  patients  cause 
macules  on  the  skin  of  the patients  and  can  lead  to  squamous  cell  carcinoma  (111). 
Mucosal  HPVs  infect  the  mucosal  membranes  of  respiratory  and  genital  regions. 






























1.3.2  HPVs and cancer  
HPVs  are  associated  with  tumorigenesis  and  cancers.  Cervical  cancer  is  the  most 
clinically  significant  cancer  caused by HPV where persistent  infection with high‐risk 
HPVs is the necessary etiological factor (112). Other cancers associated with HPVs are 
skin  cancers  (reviewed  in  (113)  and  (114)),  vulvar  cancer  (reviewed  in  (115)),  anal 









the  region  adjacent  to  the  endo  and  exocervix.  About  85  %  of  the  cancers  are  of 
squamous cell origin, while  the remaining are mainly adenocarcinomas, with a small 
























the  cytological  and  histological  staging  of  cervical  cancer.  LSIL‐  Low‐grade  squamous 
intraepithelial  lesion,  HSIL‐  High‐grade  squamous  intraepithelial  lesion,  CIN‐  cervical 
intraepithelial neoplasia. 
 
1.4 Risk factors for cervical cancer 
Although persistent infection with high‐risk HPV types is a necessary etiological factor 
for development of cervical  cancer,  several other  factors are known  to play a  role  in 
progression. Low age at  first  intercourse, high number of sexual partners,  low age at 




herpesviruses  such  as  herpes  simplex  virus  (HSV),  cytomegalovirus  (CMV)  and 
Epstein‐Barr virus (EBV) (125) are additional contributing factors, however their role is 
not well  established. HSV‐2 was  believed  to  be  the  causative  organism  of  cervical 
cancer as early as the 1970s (reviewed in reference (126)). Primary evidence came from 
sero‐epidemiologic studies detecting HSV‐2 DNA and HSV‐2 specific antibodies (127) 
in cervical  lesions. In‐vitro studies have shown  the  transforming ability of  inactivated 












cervical  cancer  (131).  It was  now  believed  that HSV might  be  necessary  to  initiate 
carcinoma and HPV to maintain the transformed state (132). 





and Gardasil  is quadrivalent with protection against  types  ‐6,  ‐11,  ‐16 and  ‐18. Since 
more  than 15 different high‐risk HPV  types are  shown  to be  responsible  for cervical 
cancer,  vaccination  against  types  ‐16  and  ‐18  can  potentially  only  prevent  71 %  of 
cervical cancers worldwide, with higher percentage in Asia and Europe/North America 
(133). However, a vaccine containing at least seven most common HPV types would be 




Therapeutic  targets  for HPV and cervical cancer are concentrated  towards E6 and E7 
which are the most important oncogenes. Strategies under current research involve live 
vector, DNA, RNA, peptide and protein based targets (reviewed in (134)).  









about viral protein  functions  is  to  investigate  its protein  interactions. The hypothesis 










In  order  to  address  these  research  questions,  a  systematic  analysis  of  protein 
interactions  of  the  virus was  performed  using  two  high‐throughput  protein‐protein 
interaction  assays  described  below:  (i)  Yeast  two‐hybrid  (Y2H)  and  LUminiscence‐
based Mammalian IntERactome assay (LUMIER) assays.  
1.6.2 Research Techniques 
1.6.2.1 The yeast two‐hybrid system 
The yeast two‐hybrid (Y2H) system is a well‐established technique for the detection of 
protein‐protein  interactions. Since  it was first described using  the GAL4  transcription 
factor    for  yeast  S.cerevisiea  (135),  it  has  proved  to  be  effective  in  identifying many 
interactions  in biological  systems. The  system  exploits  the  fact  that  the  transcription 
factor  GAL4  is  composed  of  two  domains,  a DNA‐binding  domain  (DBD)  and  an 
activation domain (AD) which are capable of initiating transcription provided they are 
in close proximity (135). In order to identify interactions between two proteins ‘X’ and 
‘Y’  in  the  Y2H  system,  two  hybrid  proteins  are  generated;  (i)  the DBD  fused  to  a 
protein ʹXʹ (known as the bait protein); and (ii) the AD fused to a protein ʹYʹ (known as 







medium  lacking  histidine.  Another  reporter MEL1,  which  encodes  α‐galactosidase 





provide  a  quick  and  easy  method  to  detect  and  verify  interactions  between  two 
proteins.  One  of  the  applications  of  direct  interactions  is  the  ability  to  map  the 
interaction  binding  sites  of  the  proteins  using  deletion  mutants  and  domains  of 
proteins. This has previously been  successfully used  to  identify binding domains  of 
several interactions including HPV E1‐E2 (31) and the dimerization of E7 (136). Also of 
importance  is  that semi‐quantitative measurements can be made  to calculate binding 
affinities  of  interactions  (137).  Library  screens  are  able  to  identify  new  interaction 
partners  of  a  protein.  They  can  be  performed  as  high‐throughput  experiments  and 
provide extensive interactome data. The prey library can consist of full‐length cDNAs 
or domains of proteins. It has been seen that individual domains interact better in Y2H 









Figure 1.9: Schematic  representation of Y2H  system. The  figure  schematically  illustrates  the 
Y2H  system.  To  test  for  an  interaction  between  proteins  X  and  Y,  two  fusion  proteins  are 
expressed  in  yeast,  one  with  DNA‐binding  domain  (DBD)  of  GAL4  (bait)  and  one  with 
activation  domain  (AD)  of  GAL4  (prey).  The  DBD  interacts  with  the  upstream  activation 
sequence (UAS). Transcription of the reporter gene depends on the two domains being in close 
proximity. In case of presence of bait or prey alone or if there is no interaction between the two 





shows  that  the advantages  irrefutably outweigh  the  limitations. Approximately 6000 




















































































LUminiscence‐based Mammalian  IntERactome  assay was  first  described  as  a  high‐
throughput  PPI  detection  technique  (139).  The  LUMIER  assay  is  a  variation  of  co‐
immunoprecipitation  (co‐IP)  technique  using  luciferase  readout.  In  order  to  detect 
interaction between two proteins X and Y, fusion proteins are generated, with protein 
X fused to a Protein A tag which can be immunoprecipitated (IP) by immunoglobin G 
(IgG)  coated  magnetic  beads  and  protein  Y  is  fused  to  a  luciferase  tag.  Plasmids 
expressing both proteins are transfected into mammalian cells and whole cell lysate is 
used  to  immunoprecipate protein X.  If  the  two proteins  interact,  the Y protein  is co‐




highly  sensitive  and  can  be  performed  with  small  amounts  of  DNA  and  in  high‐
throughput 96‐ or 384‐well formats. It has been shown to have higher assay sensitivity 
of 36 % as compared  to  the Y2H assay with 25 % and other high‐throughput assays 







Figure  1.10: Schematic  representation of LUMIER  assay. To detect  interaction between  two 
proteins X and Y, fusion proteins with X fused to Protein A tag which  is  immunoprecipitated 
(IP) by  IgG  coated magnetic beads and protein Y  is  fused  to a  luciferase  tag. After extensive 























2.1 Materials  
2.1.1 Reagents and Chemicals 
Plasmids: 
   Vector name  Feature  Source 
1  pDONR207  Gateway® Donor vector  Invitrogen 
2  pDONR223  Gateway® Donor vector  Invitrogen 
3  pGADT7  Y2H prey  Clontech 





6  pCR3‐N‐MYC  N‐terminal MYC tag  Invitrogen 




































































































































2.1.2 Media, buffers and solutions 
Media 
2YT  1.6 % Bacto‐tryptone  (Difco®),  1 %  yeast  extract  (Difco®),  0.5 %  Sodium 
chloride (NaCl) 





SD‐LWH  2.67  %  minimal  SD  base  (Clontech®),  0.064  %  –Leucine–Tryptophan–
Histidine drop‐out supplement (Clontech®)




























Yeast  cracking buffer 1x  stock: 8 M Urea, 5 % SDS, 40 mM  tris‐HCl  (pH6.8),0.1 mM 
EDTA, 0.4 mg/ml Bromophenol blue  


























4‐methylumbelliferyl‐β‐xylobioside  (Sigma  Aldrich®):  1000x  stock  in 
dimethylformamide. 
APS (Sigma Aldrich®): 10 % in water. 
Coelenterazine  (PJK  Cat  #260350):  Diluted  1  mg  coelenterazine  in  2.36  ml  of 














NP‐40  lysis buffer: 20 mM  tris  (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2 and 1 % NP40 












Western  blot  transfer  buffer  (1x):  240 mM  tris,  190 mM  glycine,  1 mM  SDS,  20 % 
methanol. 




























2.2 Methods  
2.2.1 DNA techniques 
2.2.1.1 Gateway® recombinatorial cloning 
The  Gateway®  recombinatorial  cloning  system  is  a  modified  version  of  the 
bacteriophage  lambda  site‐specific  recombination  (Figure  2.1).  The  gene  of  interest 
(GOI) is amplified by polymerase chain reaction (PCR) with primers flanking the gene‐
specific  nucleotides  with  attachment  B  (attB)  sites.  A  recombination  reaction  is 
catalysed  by  BP  clonase  enzyme  to  clone  the  amplified  PCR  product  into  an  entry 
vector which  originally  contains  attP  sites.  Upon  recombination,  the  B  and  P  sites 
recombine  to  form what  is called attL site and  the generated plasmids are called  the 
entry  clones,  which  contain  the  GOI  and  can  be  used  to  clone  into  a  number  of 
destination vectors having attR sites. In order to obtain the GOI into destination vector, 
a recombination reaction between the entry attL and destination attR site is performed 
using LR  clonase enzyme. All  the Gateway® vectors  contain  the  coding  sequence  for 
ccdB gene between the att sites. This encodes for a toxin CcdB, which upon expression 
in bacteria  causes  cellular death allowing negative  selection of  clones  containing  the 
GOI (142). This method was used to clone the HPV‐16 genes, the early genes E1, E2, E5, 














The HPV‐16  genes  used  in  this  study were  amplified  from NIBSC  pBR322‐HPV‐16 
plasmid and are listed in Table 2.5. The first round of PCR was performed with a set of 
designed primers comprising of about 15‐18 nucleotide gene‐specific sequence flanked 



































primers  containing  the  complete  attB  sites.  The  primers  used  for  PCR  for  different 
genes  are  listed  in  Appendix  1.  PCR  reactions  were  performed  using  conditions 
described in Table 2.6 with 10 μl of the first round reaction product used as a template 
for  the  second  round  PCR  reaction.  The  E1‐N  clone  had  a  frameshift mutation  at 
nucleotide position 275. It was discovered that in the template of HPV‐16 genome used 
for  PCR  amplification,  there  was  a  disrupted  E1  gene  which  is  consistent  with 
published sequence (143). This frameshift mutation resulted in a stop codon at position 
of  amino  acid  101.  This  fragment  of  101  amino  acid  length  with  92  amino  acids 
corresponding  to  E1  was  denoted  as  HPV‐16  E1‐N  and  used  for  further  studies. 
Additionally,  the  L1  gene  of HPV‐16  and  E1  from  HPV‐18 were  disrupted  as  the 
BamHI site used  to clone  the HPV genomes  into pBR322  is within  the ORFs. Overlap 
PCR was done to clone the full‐length E1 of HPV‐16 (E1‐FL) and HPV‐16 L1 and HPV‐































E1‐N  HPV‐16  865  276     
E1‐FL  HPV‐16  865  1950     
E2  HPV‐16  2755  1098     
E4  HPV‐16  3332   288     
E5  HPV‐16  3863  237     
E6  HPV‐16  83  477     
E7  HPV‐16  562  297     
L1  HPV‐16  5559  1596     
L2  HPV‐16  4235  1422     
E6*^E4  HPV‐16  95  147  226  3357 
E1^E4*  HPV‐16  865  246  880  3390 
E6*^E7*  HPV‐16  95  165  226  743 
E1^E4  HPV‐16  865  279  880  3357 
E1^E2C  HPV‐16  1264  496  1302  3357 
E1  HPV‐18  914  1974     
E7  HPV‐18  590  907     
Table 2.5: List of HPV genes. The start site and the length of the genes, the splice acceptor site 



































PCR  fragments  were  purified  as  described  in  Section  2.2.1.4  and  purified  PCR 
fragments were used to clone into Gateway® compatible donor vector, pDONR207. The 
reaction mixture consisted of 300 ng of purified PCR product, 300 ng of pDONR207, 1 
μl of water  and  1  μl of BP  clonase®  II  enzyme. The  reaction mixture was  incubated 
overnight  at  25  °C  followed  by  transformation  of  1  μl  of  the  reaction mixture  into 
electrochemically  competent  E.coli  DH10β  as  described  in  Section  2.2.4.3.  Colonies 
were  screened  by DNA  isolation  using  alkaline  lysis method  (Section  1.2.1.7.1)  and 
verified  by  restriction  digestion  (Section  2.2.1.6) with  BanII  and  sequencing  (Section 









Figure  2.2:  BanII  restriction  digest  of  HPV‐16  genes  in  pDONR207.  Plasmid  DNA  was 
isolated  from  individual  colonies  followed  by  restriction  digestion  with  BanII  restriction 
enzyme. The digestion product was separated using 1 % agarose gel, stained with SYBR safe gel 
stain and visualised under UV light. Gene fragments in each lane are indicated with *. A 2966 





GATC  biotech, Konstanz, Germany. The  sequencing  primers  are  listed  in Table  2.7. 
Sequencing  results  obtained  were  aligned  with  published  sequences  with  the 




















HPV  genes  were  cloned  from  pDONR207  into  destination  vectors  using  LR 
recombination  reaction.  The  reaction mixture  consisting  of  300  ng  pDONR207 with 
gene insert, 300 ng destination vector (Table 2.1) and 1 μl of LR clonase® II enzyme was 
incubated at 25 °C from 1 hour to overnight depending on the size of insert. 1 μl of this 




Alanine  scanning  site‐directed  mutagenesis  was  performed  to  generate  point 




°C  to  digest  all  template  bacterial  DNA.  The  PCR  reaction  was  then  purified  as 
described  in Section 2.2.1.4 and DNA was eluted  in 20  μl ddH2O. 5  μl of DNA was 
transformed into competent E.coli DH10β cells as described in Section 2.2.4.4. Colonies 

























heating  in  a microwave  oven.  SYBR®  safe was  added  after  cooling  the  gel  solution, 
before pouring the gel. DNA sample was mixed with 6x loading dye and loaded on the 
gel. Molecular markers were added along with each set of samples and electrophoresis 






were  performed  using  GFXTM  PCR  DNA  Purification  kit  according  to  the 
manufacturer’s instructions. 
2.2.1.5 Determination of DNA concentration 
The  concentration  and  purity  of  DNA  was  determined  by  measuring  the  UV 










Restriction  digestion  was  performed  according  to  the  manufacturer’s 




Individual  bacterial  colonies were  picked  from  LB  agar  plates  after  transformation 
(Section 2.2.4.3 & 2.2.4.4)  into 1.2 ml LB broth with appropriate antibiotic  in 96‐deep‐




were  centrifuged  for 30 min  in a pre‐cooled  centrifuge  (4  °C) at 4000  rpm. 580  μl of 













Large  scale  plasmid  DNA  extraction  was  performed  using  PureYieldTM  Plasmid 
Midiprep System Kit with overnight cultures of  individual colonies  in 100‐250 ml LB 
broth with appropriate antibiotic using manufacturer’s guidelines. 












Quantitative  real  time  (QRT) PCR was performed using Verso  1‐Step Taqman QRT‐




































obtained  from  ten‐fold  serial dilution of RNA  template and efficiency between 90 % 
and  110 % was  considered  ideal. The  efficiency obtained  for SPZ1 was  111.4 %  and 
HRPT2  was  113.2  %  (Figure  2.3).  A  dissociation  curve  analysis  was  performed  to 
determine specificity of binding of  the primer pair and specific binding was seen by 
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50  μl  of  pre‐equilibrated  protein  G‐Sepharose  beads  by  incubating  in  a  over‐head 
rotator  for 1 hour at 4  °C  followed by centrifugation at 2000 g. The supernatant was 
divided into two equal parts and used to precipitate with 1 g of each antibody (anti‐c‐
MYC  for baits  and  anti‐HA  for preys) with  50  μl protein G‐Sepharose beads. Beads 
were washed three times with ice‐cold NP‐40 buffer and were resuspended in 2x SDS 
protein  sample  buffer.  Samples  were  boiled  for  10  minutes  at  95  °C  and  directly 
analysed by SDS‐PAGE. 
2.2.3.4 SDS‐PAGE 
Gel  electrophoresis  was  performed  with  gels  using  a  twin  vertical  electrophoresis 








polymerisation,  the  isopropanol was  removed  and  the  stacking  gels were  prepared 
with 5 % acrylamide mix, 125 mM tris (pH 6.8) and 0.01 % SDS. Prior to pouring the gel 
0.01 % APS and TEMED were added. The stacking gel solution was poured on top of 
the  resolving  gel  and  a  comb  was  fixed.  After  polymerisation,  the  glass  plates 
containing the gel were assembled in the gel electrophoresis apparatus. Samples were 
loaded on  the gel  together with a protein  ladder. Separation was performed at 150 V 
for 1‐3 hours. 
2.2.3.5 Western blot 
Proteins were  transferred  to nitrocellulose membranes using  the Trans‐Blot semi dry 
Transfer Cell  (Bio‐Rad, UK). A  sandwich was  formed with  all  layers  pre‐soaked  in 
transfer  buffer:  two  layers  of  filter  paper  (Whatman, UK),  a  layer  of  nitrocellulose 
membrane, SDS‐PAGE gel and  two  layers of filter paper on  the platinum anode. The 
air  bubbles were  removed  by  rolling  a  pipette  over  the  stack  and  subsequently  the 
cathode was  placed  onto  the  stack  followed  by  the  safety  cover.  The  transfer was 
performed at 15 V for one hour. 
 
The  membrane  was  blocked  by  incubation  in  blocking  buffer  from  1  hr  at  room 
temperature  to  overnight  at  4  °C.  The  incubation  with  primary  antibody  was 
performed  in blocking buffer. Three,  ten minute washes were performed with TBST 
buffer followed by incubation with the secondary antibodies for one hour in blocking 
buffer.  Three,  ten minute washes were  performed with  TBST  buffer.  Proteins were 


















1  litre  2YT was  inoculated with  10 ml  overnight  culture  of  a  single  colony  from  a 
freshly streaked LB‐agar plate and incubated at 37 C shaking at 250 rpm until an OD600 







1‐2  μl  of  reaction  mixture  was  mixed  with  50  μl  thawed  electrochemical  DH10β 















plated  on LB‐agar plates with  the  appropriate  antibiotic. The plates were  incubated 
overnight in a dry incubator at 37 °C. Colonies were picked in appropriate volume of 
LB media with antibiotics for plasmid DNA extraction. 
2.2.5 Yeast techniques 
2.2.5.1 Preparation of competent yeast cells 
Two strains of yeast Saccharomyces cerevisia were used routinely, AH109 (mating type a) 
and Y187  (mating  type α). 250 ml of  fresh YPD was  inoculated with  the appropriate 
amount of overnight culture of yeast strain to an OD600 value of 0.15 and incubated at 
30  °C  shaking  at  250  rpm  till  the OD600  of  0.6 was  reached. Cells were  pelleted  by 

















YPD and  incubated shaking at 250 rpm at 30 °C  till an OD600   of 0.4‐0.6 was reached. 
The  cultures were  then  chilled on  ice and  centrifuged at 1000 g  for 5 mins. The  cell 
pellet was washed  in water. The  total volume of  the culture was multiplied with  the 
OD600 to obtain OD units and protein was extracted by Urea/SDS method according to 
instructions Clontech manual. In short, the cell pellet was resuspended on pre‐warmed 
(60  °C) yeast complete cracking buffer  (100 μl per 7.5 OD units  (For example,  for 33 
total OD600 units of cells, 0.44 ml of cracking buffer was used). 80 μl of glass beads (425–
600 μm, Sigma) was added per 7.5 OD units and samples were boiled at 70 °C for 10 

















agar  plates  or  transferred  into  SD‐LW  broth  and  incubated  at  30  °C  for  2  days  for 
selection  of  diploids.  Colonies  were  then  restreaked  onto  SD‐LWH  agar  plates  or 
transferred  to  SD‐LWH  broth  and  incubated  at  30  °C  for  6  days  for  selection  of 
interactions. An  inhibitor  of  interaction  3‐Amino‐1,  2,  4‐triazole  (3‐AT) was  used  in 
increasing concentrations (0 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM and 10 mM) to competitively 
inhibit  the  interaction. Auto‐activation was  tested  for every bait and prey by  testing 
against  empty  prey  or  bait.  Interaction  was  detected  by  growth  on  agar  plate  or 
fluorescence  measurement  in  liquid  culture.  A  substrate  4‐methylumbelliferyl‐β‐
xylobioside  (4‐MuX) was  added  to  SD‐LWH  broth  to measure  fluorescence  readout 
(excitation at 365nm; emission at 448nm). 
2.2.5.5 Yeast two‐hybrid screen– Library screening 



















Therefore  for each  interaction, seven 96‐well plates were prepared.  Interactions were 







2.2.5.4.1  for pre‐screen. The mated cell suspension was  then divided equally  into  ten 
96‐well plates containing  interaction detection media (SD‐LWH, 5 μl/ml pen‐strep, 50 
μM MuX and selected 3‐AT concentration). Plates were  incubated for 6 days at 30 °C 
followed by  fluorescence measurement. All positive  single colonies were picked  into 
























2.2.6 Mammalian cell culture 
2.2.6.1 Maintenance of cell lines 
All  cell  lines were maintained  in  incubators  at  37  °C  and  5 %  CO2. Cultures were 
passaged when  they  reached  90‐95 %  confluency by washing with PBS  and  treating 










































































cells were  seeded  one day prior  to  transfection  and  incubated  at  37  °C. DNA  to  be 
transfected was mixed with 50 μl 2.5 M CaCl2 and made upto a volume of 500 μl with 
0.1x  TE.  The  DNA‐CaCl2  mixture  was  dropwise  added  on  a  vortex  into  a  bijoux 
containing 500 μl of 2x HBS and  incubated at room  temperature  for 20 minutes. The 
transfection mix was  added  to  the  cells  and  incubated  at  37  °C.  Transfection  into 
different  sizes  of  tissue  culture  dishes  were  done  by  scaling  down  the  reaction 
volumes. 
2.2.6.5.2  Lipid transfection 




HA  N‐terminal  fusion  proteins  (baits  and  preys  respectively)  were  used  for  co‐
immunoprecipitation.  Since  the  bait  and  prey  plasmids  have  a  T7  bacteriophage 
promoter, cells were  infected with recombinant vaccinia virus (NIH AIDS repository) 
expressing T7 polymerase before  transfection of plasmids at an MOI of 10  in DMEM 




and  the  supernatant  was  pre‐cleared  with  50  μl  of  pre‐equilibrated  protein  G‐





and  the  supernatant was  collected  and  divided  into  two  parts.  The  proteins were 
immunoprecipitated from the supernatant by adding 1 g of the anti‐HA antibody or 
the  anti‐c‐Myc  antibody  with  50  μl  of  protein  G‐sepharose  beads  and  incubating 
overnight shaking at 4°C. The beads were then washed three times with ice‐cold NP‐40 
buffer  and  were  resuspended  in  2x  laemmli  buffers.  Samples  were  boiled  for  10 
minutes and directly analysed by SDS‐PAGE. 
2.2.6.7 Immunofluorescence   
1  x  105  cells were  grown  in  8‐well  culture  glass  slide  and  transfected with  desired 
plasmid. 48 hours post transfection, cells were washed thrice with PBS and fixed with 4 
% PFA for 15 minutes at room temperature. Cells were further washed thrice with PBS 
and  incubated  with  50  mM  NH4CL  for  10  minutes,  washed  twice  with  PBS, 
permeabilised with 50 μl of 0.5 % Triton X‐100  for 3 minutes and washed  twice with 










of  DNA  for  each  experiment.  10  ng  of  pRL‐TK  expressing  renilla  luciferase  was 
transfected with each sample. 48 hours post transfection; cells were washed and lysed 
with 1x Passive  lysis buffer for 15 mins at room  temperature. 20 μl of cell  lysate was 






After  the plate was  read,  30  μl  of  Stop  and Glo  reagent was  added  to  each well  to 
quench  the  firefly  luciferase  activity  and  read  again  on  luminescence  settings  to 




Luminescence  based  Mammalian  IntERactome  mapping  (LUMIER)  assay  was 
performed in mammalian HEK293 cells in DKFZ, Heidelberg by Kerstin Mohr. 1 x 104 
cells were seeded per well  in 96‐well plate a day prior  to  transfection. 12 ng of each 
plasmid  expressing  fusion proteins with N‐  terminal Staphylococcus  aureus protein A 
tag or Renilla reniformis  luciferase  tag are  transfected using 0.05 μl  lipofectamine 2000 
(Invitrogen). Cells were lysed 48 hours post transfection using 10 ul ice cold lysis buffer 
containing  sheep‐anti‐rabbit  IgG‐coated magnetic  beads  on  ice  for  30 mins.  100  μl 
washing  buffer  (PBS,  1 mM DTT) was  added per well  and  transferred  into Greiner 
white  flat  bottom  plate. A  1/10 dilution  of  the  lysate was  used  for measurement  of 
baseline activity of  luciferase. The  remaining  lysate with beads were washed 6  times 
with washing buffer. Luciferase activity was measured using 2.5 M coelenterazine  in 
renilla  assay  buffer  as  substrate. Negative  controls were wells  transfected with  the 
plasmid expressing the luciferase fusion protein and a vector expressing two copies of 
protein A. For each sample, four values were measured: the luciferase present in 10% 









Normalized  interaction  signals  were  z‐transformed  by  subtracting  the  mean  and 
dividing by the standard deviation. The mean and standard deviation were calculated 
from  large  datasets  of  protein  pairs which were  not  expected  to  interact,  i.e.  from 
negative reference sets.  
2.2.6.9.2 Modified LUMIER assay 
Luminescence  based Mammalian  IntERactome  mapping  (LUMIER)  assay  was  also 
performed be me in the laboratory with modification. 1 x 104 cells were seeded per well 
in 96‐well plate a day prior  to  transfection. 12 ng of each plasmid expressing  fusion 






remaining  lysate with  beads were washed  6  times with washing  buffer.  Luciferase 
activity  was  measured  using  2.5  M  coelenterazine  in  PBS/5M  NaCl  as  substrate. 
Negative  controls were wells  transfected with  the plasmid  expressing  the  luciferase 
fusion protein and a vector expressing two copies of protein A. For each sample, four 
values were measured:  the  luciferase  present  in  10%  of  the  sample  before washing 
(“input”), the luciferase activity present on the beads after washing (“bound”), and the 
same  values  for  the  negative  controls  (“input  nc”,  and  “bound  nc”).  Normalized 
interaction signals were calculated as follows:  
(bound/input) sample/ (bound/input) nc 









6 x 105 HEK293T cells were seeded one day prior  to  transfection and  incubated at 37 
°C.  Plasmids  expressing  pOriM,  HPV‐16  E1,  HPV‐16  E2  and  HPV‐16  E7  were 
transfected  at  concentrations  as  mentioned  using  calcium  phosphate.  Cells  were 
washed  four days post‐transfection  and  lysed  in  situ using HIRT buffer. The  lysates 
were  transferred  into  eppendorf  tubes  containing  5 M NaCl  and  incubated  at  4  °C 
overnight. The  lysates were cleared by centrifuging at 13000 g for 30 min at 4 °C and 
extracted by phenol‐chloroform twice. DNA was precipitated using 100 % ethanol and 
40  μl  3 M  sodium  acetate  to  each  tube  and  incubating  at  ‐20  °C  for  2  hours  and 
centrifuging  at  13000  g  for  30 min  at  4  °C.  Samples were  then  desalted with  70 % 
ethanol and DNA was pelleted. DNA pellets were dried on heat block at 70 °C  for 1 
minute resuspended in 20 μl ddH2O. DNA was digested overnight with DpnI at 37 °C 




































Modified  vaccinia  virus  Ankara  (MVA)  was  used  for  co‐immunoprecipitation  in 
Section  2.2.3.3  .  Forty‐six  T‐175  tissue  culture  flasks  of  BHK‐21 were  infected with 
crude stock of MVA at an MOI of 0.5 for 2 hours in pen‐strep free DMEM (5 % FCS). 
Fresh  complete medium  (10 % FCS  and  1 % penstrep) was  added  to  the  flasks  and 
incubated  for 2‐3 days at 37  C  till a cytopathic effect of 70 %‐80 % was visible. The 
flasks were  frozen at  ‐80  C overnight.   The  flasks were  thawed and when  ice  layer 
loosened, flasks were shaken forcefully so that ice layer lyses cells. The contents of the 
flasks were pooled into sterile 250 ml centrifuge bottles and centrifuged at 16000 g for 


























































3.1 Introduction  
The  yeast  two‐hybrid  system  is  a  useful  technique  in  determining  direct  binary 
interactions  between  proteins.  At  a  whole  genome  level,  interactome  studies  for 
complete  protein  interactions  for  several  eukaryotes  have  been  performed  over  the 
years, which have provided valuable insights into understanding their life cycle. These 




Analysis  of  intra‐viral  protein  interactions  (interactions  between  the  proteins  of  a 
virus), have been reported for several viruses including SARS coronavirus (151), E.coli 
bacteriophage (152), Vaccinia virus (153), Hepatitis C virus (154), Varicella zoster virus 
(VZV),  Kaposi’s  sarcoma  herpesvirus  (KSHV)  (155),  Epstein‐Barr  virus  (EBV) 
(156)(141), Cytomegalovirus (CMV) (141) and Herpes simplex virus (HSV‐1) (141)(157). 




viral proteins play a very  important role. The  interactions between  the HPV proteins 
E1  and  E2  are  essential  for  the  replication  of  the  viral  episome.  Y2H was  used  to 
identify  the  interaction domains on  these proteins  to N‐terminal  190  amino  acids of 
HPV‐16 E2 and  the C‐terminal 229 amino acids of E1  (158). Additionally, Y2H  led  to 
the discovery of the dimerization domain of HPV‐16 E7 indicating that this interaction 
is dependent on  the CxxC domain  in  the C‐terminal of E7  (136). Similar studies with 
HPV‐11 E1^E4 protein  led  to  the discovery of  its dimerization  (159).  In‐vitro binding 





to  E2  causes  transcriptional  repression,  but  not  a  reduction  in  replication mediated 
through direct binding of E2 (162).  
 
Although  some  studies have  looked  into  individual  interactions between proteins of 
HPV,  to date  there  is no published evidence of a  complete  interactome  study of  the 
HPV proteins at a genome‐wide level. The aim of the work presented in this Chapter is 
systematically  analyse  the  binary  interactions between HPV proteins using  the Y2H 
system  and  to  validate  these  interactions  by  LUMIER  assay. A  further  aim was  to 
investigate the biological relevance of novel interactions. 
3.2 Results 
3.2.1 HPV intra-viral Y2H screen 
In order to identify new intra‐viral interactions of HPV proteins, a genome‐wide Y2H 




to check  for auto‐activation of  the GAL4 promoter  in  the Y2H system, all HPV baits 
were tested against the empty prey protein (expressing only GAL4 activation domain) 
and  all  HPV  preys  with  empty  bait  protein  (expressing  only  GAL4  DNA‐binding 
domain)  as described  in  Section  2.2.5.4.  In  short, haploid yeast  strains Y187  (mating 




of  the  reporters  of  Y2H  system  but  supplemented with  0  to  5 mM  3‐AT  (which  is 
inhibitor  of  histidine  biosynthesis)  and  4‐Mux  (the  substrate  necessary  to  detect 




enabled  the  yeast  to  grow  in media  devoid  of  histidine. Also,  upon  interaction  α‐



























































































































































To  test  for  interactions between  the viral proteins,  the Y2H  assay was performed  as 
described in Section 2.2.5.4. In total, 210 pair‐wise interactions were tested and growth 
of colonies was determined visually. Successful mating was confirmed by growth on 
diploid  selection  plates.  Growth  on  interaction  detection  plates  confirmed  an 










3.2.2 Validation of interactions by LUMIER assay 
Due to the possible occurrence of false positive interactions, it is crucial to confirm the 
identified  interactions  in  a  mammalian  expression  system.  All  the  interactions 



































































Plasmids  expressing  fusion proteins with N‐terminal Staphylococcus  aureus protein A 
tag  (pTREX‐dest30‐PrA)  or  Renilla  reniformis  luciferase  tag  (pcDNA3‐RL‐GW)  were 





gave  a  z‐score  >1.5  ranging  from  1.8  to  3.4  confirming  that  these  interactions  are 
genuine.  However,  z‐score  of  ‐0.5  was  detected  for  HPV‐16  E1‐N  and  HPV‐18  E1 
suggesting that this might be a false positive interaction.  
 
Figure  3.3: Confirmation  of Y2H  interactions  by  LUMIER  assay.  Protein  interactions were 




3.2.3 Confirmation of the interaction between E7 with E1 
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HPV‐16  along with E1  and E7  from HPV‐18 were performed. A  known  interaction  between 
MYC and MAX proteins was used as positive control  (+) and  interaction between empty bait 
(EB)  and  prey  (EP)  protein was  used  as  negative  control.  Relative  fluorescence  units were 
measured for five different inhibitor 3‐AT concentrations (0 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM and 10 
mM).  Error  bars  represent  standard  deviation  of  quadruplicates  in  one  representative 
experiment.  
 
Co‐immunoprecipitation  experiments  were  performed  to  confirm  the  interaction 
between HPV‐16 E1 with E7  in mammalian  system. Plasmids expressing E7 bait  (N‐
terminal MYC tag fusion) and E1‐FL prey (N‐terminal HA tag fusion) were transfected 
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driven promoters. The proteins were  co‐immunoprecipitated  as described  in Section 
2.2.6.6. Expression of both E1 and E7 was confirmed by blotting  immunoprecipitated 
samples with  anti‐HA  and  anti‐MYC  antibodies  respectively  (Figure  3.5). Unspecific 
binding was  ruled  out  by  testing  both E1  and E7 with  empty  bait  and  empty  prey 




Figure  3.5:  Validation  of  E1‐E7  interaction  by  co‐immunoprecipitation.  Cell  lysates 
immunoprecipitated  (IP)  with  either  anti‐MYC  or  anti‐HA  antibodies  were  lysed  with  2x 
Laemmlli buffer,  separated on 15 % polyacrylamide gels and  immunoblotted  (IB) with either 







3.2.4 Mapping of interaction domains  
3.2.4.1 Mapping of interaction domains by deletion mutagenesis 
In order to identify the E1 binding site on E7, six deletion mutants of HPV‐16 E7 were 
generated  spanning  the different domains  of E7  (Figure  3.6a  and  b). The  cloning  of 


















































type  E7  protein was  used  as  positive  control.  The  E7  proteins  are  highlighted with  *.  The 
molecular weights are indicated on the left. 
 
The  interaction  of  E7  and  retinoblastoma  gene  (RB),  a  cellular  tumour  suppressor 
protein  is well documented  (Section  1.2.8.1). The LxCxE  domain  in  the CRII  region 
(164)  and  the  zinc  finger  CxxC  domain  in  CRIII  region  (165)  both  independently 
interact with RB, and the affinity of the interaction is increased in the presence of both 

































conformation  and  biological  function,  their  interaction with RB was  tested. RB was 
cloned into pGAD‐T7 and Y2H was performed to determine the ability of the deletion 
mutants  to  interact with  it  as  described  in  Section  2.2.5.4.  The  relative  fluorescence 
units of E7‐RB interaction, performed in parallel as positive control was arbitrarily set 
to 100 and all  interactions were measured as a percentage of  this  interaction  (Figure 
3.7).  
 
Figure  3.7:  Interaction  of  E7  deletion  mutants  with  RB.  Interaction  between  E7  deletion 
mutants  and  RB was  tested  using  Y2H.  Relative  fluorescence  units were measured  for  five 
different  3‐AT  concentrations  (0 mM,  1 mM,  2.5 mM,  5 mM,  10 mM). All  interactions were 
normalised  to positive  control of wild‐type E7  and RB  (arbitrarily  set  to  100)  for  each  3‐AT. 




All  E7 mutants  that  possess  the  CRII  domain  (M2, M3, M4)  retain  close  to  100 % 
interaction with RB including M4 which contains only CRII domain in agreement with 
literature  (164). M5 which  lacks  the CRII domain but contains  the CxxC zinc‐binding 
domain  still maintains  the ability  to  interact with RB. However, M6 which does not 
have either of the two domains fails to interact with RB. These results indicate that the 
































The  E7  deletion mutants were  tested  in  Y2H  for  interaction with  E1‐FL  and  E1‐N 
(Figure 3.8). Deletion mutants M2, M5 and M6  retained  the same  level of  interaction 
with  E1  as  wild‐type  E7.  Removal  of  CRI  domain  on M3  resulted  in  a moderate 
reduction of interaction affinity (60 % interaction compared to wild‐type). Removal of 
both  CRI  and  CRIII  domains  in M4  had  the most  significant  effect  on  interaction, 
reducing it to 30 % compared to the wild‐type. However, removal of CRI did not have 
much effect in M5 or M6 indicating that this domain is not vital for the interaction. The 
CRII domain  alone  in M4 was  unable  to  interact with E1 which  suggests  that CRII 
domain  is  also  not  sufficient  for  this  interaction.  Within  the  CRIII  domain,  the 
overlapping region among  the  three mutants M2, M5 and M6  is a region between 52 
and 60 amino acids which might be the putative interaction domain. Although deletion 
mutant M3 contains  the domain,  the moderate reduction  in  interaction affinity might 
indicate that there are additional domains which might be necessary for stabilising this 
interaction. The  interaction affinities  for all  the mutants were similar with E1‐FL and 














3‐AT.  Interaction  between  empty  bait  (EB)  and  empty prey  (EP) was performed  as negative 






































































The main  interaction domain  of E1  on E7  as  indicated  in  Section  3.2.4.1  is  between 
amino acids 52 and 60 which contain a zinc‐binding CxxC motif at position 58‐61.  In 





was performed  to amplify  the plasmid with primers containing  the desired mutation 
(Appendix 1) and then recombined into pGBK‐T7 for Y2H.  
 
To  check  the  expression  of  these deletion mutants,  plasmids were  transformed  into 
yeast strain Y187. The expression of these proteins was detected by western blot using 
an  anti‐MYC  antibody  (Figure  3.9).   All  the  site‐directed mutants  of E7  expressed  a 
protein with a size around 42 kDa. A band corresponding to about 21 kDa was seen in 
all  samples  including  pGBK‐T7  but  excluding  untransformed  cells.    Small  variation 




Figure  3.9: Expression of E7 point mutants  in yeast. Western blot  image of E7  site‐directed 
mutants expressed in yeast strain Y187. 1 mg of total yeast protein extract was separated on 15 
%  SDS‐PAGE,  transferred  to  nitrocellulose  membrane  and  blotted  with  1:1000  anti‐MYC 
primary  and  1:3000  HRP  conjugated  secondary  antibody.  As  controls,  protein  from 






In  order  to  confirm  the  functional  activity  of  the  E7 mutants,  they were  tested  for 
interaction  with  RB  (Figure  3.10a).  All  the  point mutants  interacted  with  RB  with 
similar  affinity  to  wild‐type  E7  except  C61A  where  a  moderate  reduction  (70  % 
compared  to wild‐type  interaction) was seen.   As previously performed,  the mutants 
were tested for interaction with E1‐FL. It can be seen from Figure 3.10b that mutation 
of the cysteine residues at position 58, 59 and 61 into alanine reduces the ability of E7 to 




tested  for  interaction with  a) RB  and  b)  E1‐FL  using Y2H. Relative  fluorescence  units were 
measured  for  five different  3‐AT  concentrations  (0 mM,  1 mM,  2.5 mM,  5 mM,  10 mM). All 
interactions were normalised to positive control of wild‐type E7 and Rb or E1‐FL (arbitrarily set 
to 100) for each 3‐AT. Interaction between empty bait (EB) and empty prey (EP) was performed 
































































































































3.2.5  E7 suppresses E1-induced replication  
The E1 protein is a viral replication factor necessary for HPV episomal replication. The 
N‐terminal  region of E1  is necessary  for  its  interaction with histone  (166). Since  this 
study  identified that the N–terminal 92 amino acids were necessary and sufficient for 
its  interaction with E7,  it was hypothesized  that E7 may play a role  in replication.  In 
order to test this hypothesis, transient replication assays were performed as described 






replication  suggesting  that  E7  plays  an  inhibitory  role  in  episomal  replication. 











plasmids expressing HPV‐16 E1  (1  μg) and HPV‐16 E2  (10 ng) along with 1 ng of wild‐type 
(WT) E7  or C58A, C59A or C61A. The  amplified pOriM was  then detected  by QPCR. Copy 





3.3.1 Intra-viral Y2H screen 
Genome‐wide Y2H analysis  for several  large DNA viruses such as herpesviruses has 
provided vital insights into their biology. A similar approach was used here to identify 
interactions  between  the HPV proteome. The HPV  genes were  cloned  into  bait  and 
prey plasmids and screened  for  interactions against each other. Proteins  fused  to  the 
DNA‐binding domain are sometimes known to auto‐activate and,  in this Y2H screen, 
E2  bait  was  auto‐activating  up  to  an  inhibitor  (3‐AT)  concentration  of  5  mM  in 
agreement with previous reports which have either used mutants of E2 (which lack the 
ability  to  auto‐activate)  (56)  or performed Y2H  screens using E2  bait  from different 
HPV types such as HPV‐5 E2 with much higher concentrations of inhibitor of about 25 
pOriM + + + + + + +
E1 + + + + + +
E2 + + + + +

























The Y2H  screen  identified  five  interactions between HPV proteins, which  are:  (i) E7 
bait  and  E1‐N  prey;  (ii) HPV‐18  E1  bait  and  E1‐N  prey;  (iii)  E7  bait  and  prey;  (iv) 
E1^E2C bait and E2 prey, and (v) HPV‐18 E1 bait and E2 prey. Of these interactions, all 
were validated by LUMIER assay except HPV‐18 E1 bait and E1‐N prey. The  results 
obtained  confirm  previously  published  interactions  between  E1  and  E2  (158), 
dimerization  of  E7  (136)  and  interaction  between  E2  and  E1^E2C,  which  can  be 
attributed  to  the  dimerization  of  E2  protein  (47). Although  the  interaction  between 
HPV‐16 E1‐N and HPV‐18 E1 was seen  in Y2H,  it couldn’t be validated by LUMIER 












1) Error  in cloning of the plasmids which could result  in the  loss of expression of the 
protein. While  the HPV  gene with  plasmid was  sequence  verified,  the  fused GAL4 






modifications do not occur,  it  is possible  that  the proper  folding of  the viral proteins 
did  not  occur  (169).  This  can  be  tested  by  testing  the  proteins  for  interactions with 
known interacting partners.  




3.3.2 The E1-E7 interaction 
This interaction between E1 and E7 was further confirmed with full‐length E1 (E1‐FL) 
and  also  using  E1  and  E7  from  HPV‐18  and  validated  using  LUMIER  and  co‐
immunoprecipitation assay. It  is  interesting  to note  that preliminary evidence  in Y2H 
indicates  that  the  affinity  of  E1‐E7  interaction  is  higher  in HPV‐16  as  compared  to 
HPV‐18 where  it can be  inhibited by  increasing amounts of 3‐AT. Although HPV‐16 





as  ‐6,  ‐11  and whether  there  are  any  differences  in  affinities which  could  lead  the 
differences in the oncogenic potential of the virus.  
 
Although  a  clear  role  for  the N‐terminus domain  is unknown,  this  region  in E1  can 
bind histones and  is  required  for viral episomal  replication  initiation and elongation 
(166). Mutants  lacking the N‐terminal regions have been shown to be  less effective  in 













three  regions  of  E7  were  generated.  Western  blot  analysis  of  protein  expression 
indicated that all mutants except M1 (containing 1‐37 amino acids) were expressed in 
yeast. Although  the  reason  for  this  is  unknown  some  possible  explanations  are:  (i) 
improper folding of the M1 protein; (ii) fault in cloning the gene; (iii) a mutation in the 
MYC  epitope  of  the  fusion  protein. All  the mutants  except M8 which  lacked  CRII 
domain and first fifteen amino acids of CRIII were able to interact with RB indicating 
that  deletion  of  functional  domains  did  not  alter  the  functional  interactions  of  the 





K60A)  show much  higher  stability  as  seen  by  the  denser  band  on  the  gel  and  two 
(C59A and C61A) showed slight change in molecular weight as compared to the wild‐
type.  In C61A,  two distinct bands possibly corresponding  to monomeric and dimeric 
form of the protein were seen. All the point mutants however, retained their ability to 
bind to RB confirming that they are functionally active. Upon testing interaction with 
E1,  it was confirmed  that mutation of C59A and C61A  residues abrogated  the E1‐E7 
interaction and mutation in C58A resulting in partial reduction in interaction. Mutation 
in  any  of  the  three  cysteine  residues  of  the CCKC  domain  causes  an  abrogation  of 





3.3.3 Role of E7 in HPV episomal replication 
Transcient  replication  assays  performed  to  look  at  the  effect  of  E7  on  E1‐mediated 
replication  showed  that wild‐type E7  caused a 50 %  reduction  in  replication  (Figure 
3.11). Interestingly, mutants C58A and C61A cause a three‐fold and two‐fold  increase 
in replication whereas C59A shows no difference. This indicates that E7 is able to cause 
episomal  reduction  by  direct  binding  to  E1  and  in  the  absence  of  this  binding,  no 
reduction  is  seen.  It  is  known  that  E7  interacts  with  E2  and  the  CRIII  region 
particularly amino acids 79‐83  is necessary  for  this  interaction    (160), so  it  is possible 
that E7  interacts with E1 and E2  in  the replication. The  formation of a complex of E7 
with both E1 and E2 potentially  induces  repression of viral  replication. The mutants 
which do not bind to E1 but possibly retain their ability to  interact with E2, cause an 









of  epithelium,  it  is  possible  that  E7  plays  a  repressor  role  in  the  basal  layers  of 
epithelium where  a  low  copy  number  of HPV  genomes  need  to  be maintained  as 
compared to upper layers of epithelium where it could play an activator role.  Further 
work needs to be done to elucidate this role in detail.  
3.3.4 Possible role of E1-E7 interaction 
Apart from the suspected role of E7  in replication, there are several possible roles for 
















to  understand  the  effect  of  E1  on  the  transforming  ability  of  E7.  Elucidation  of  the 










4 Inter-viral Y2H analysis between 












Herpes  simplex  virus  (HSV)  belongs  to  the  family  of  alphaherpesviridae  and  has  two 
serotypes HSV‐1  and HSV‐2.  The  two  viruses  have  85 %  sequence  homology  and 






divided  into:  (i) a nine Kb  long  repeat  (RL)  region, which  codes  for  early  regulatory 
proteins and promoter regions of the latency associated transcripts (LAT); (ii) a 108 Kb 








Several  studies  have  shown  that  HSV  might  act  as  a  co‐factor  in  cervical 
carcinogenesis.  Most  of  the  evidence  to  date  has  come  form  sero‐epidemiological 
studies (Section 1.4), however, molecular studies designed to understand the interplay 
between  the  viruses  are  lacking.  The  susceptibility  of  female  genital  epithelium  to 










Apart  from  the supportive  role of HSV  in  increasing susceptibility  to HPV  infection, 
there are also studies that show a possible role of HSV‐1 in the repression of HPV and 
its  carcinogenesis. These  include  (i) a  reduction  in  the HPV‐18 gene expression with 





a  therapeutic  strategy. HSV‐1  is  a good  candidate  oncolytic virus  in  therapy  of oral 
cancers  in  mouse  models  (190).  HSV‐1  infects  some  tumour  cells  and  activates 
apoptotic pathways leading to the lysis of cells. In addition, cells of breast, colon, brain 
and  cervical  tumours  have  been  shown  to  be  susceptible  to  HSV‐1  dependent 
apoptosis (191).  A modified HSV‐1 virus with LCR of HPV‐16 was shown to be more 
effective  in  targeting  and  lysing  HPV  infected  tumours  in  oral  cavity  (192).  An  
adenoviral vector expressing  fusion protein of HSV‐1 VP22 and HPV E2 was able  to 
induce apoptosis  in cancerous cells (193). Recently, a   multiplex PCR for screening of 

















4.2.1 Identification of protein interactions  
A  yeast  two‐hybrid  screen was  performed  between  proteins  of HPV  and HSV‐1  in 
order  to  identify  interactions under  the supervision of Dr Susanne Bailer  in Max von 




in  AH109  as  described  previously  in  Section  2.2.5.4.  All  the  HPV  proteins  were 
previously tested for auto‐activation (Figure 3.1) and E2 bait and L2 prey were omitted 
from  the  test.  Similarly,  all  HSV‐1  baits  and  preys  were  tested  to  identify  auto‐
activation. Auto‐activation was  seen  by  five HSV‐1  baits UL5, UL21, UL26.5, US8B, 















A  total  of  2568  interactions  were  tested  between  HPV  and  HSV‐1  proteins.  Any 
interaction where  relative  fluorescence  activity was  at  least double  than  the  relative 





E1^E4*  indicating  that  UL48  might  have  interacting  domain  within  the  E4  ORF. 






















































































































































4.2.2 LUMIER assay 
In order to validate a subset of interactions detected by Y2H, LUMIER assay was performed 
as described  in  Section  2.2.6.9.1. Out of  the  ten HSV‐1 proteins  that  interacted with HPV 
proteins,  cDNA  clones  for  only  seven  were  available  in  pRL‐GW  and  pTREX‐dest‐PrA 
plasmids,  US1,  US3,  US5A,  US9A,  US10,  UL25  and  UL48.  The  ten  interactions  of  these 
proteins were  tested  (Figure 4.4). None of  the  ten  interactions were  found positive  in  this 
assay. The seven interactions that could not be tested for validation are interactions of RL1 
with HPV‐18 E1, E1^E4 and E1^E2C and interactions of RS1a and RS1b both with E1^E4 and 
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and  anti‐HSV  antibodies  in  cervical  cancer  patients,  there  have  been  few  studies which 
attempt  to  understand  the  interplay  between  these  two  viruses  at molecular  level.  Some 
studies have addressed this issue by looking at HPV transcription levels in the presence of 
HSV  viral  infection  or  the  level  of  transcription  of  HSV  genes  in  the  context  of  over‐
expression  of HPV  proteins  (187). However,  the  interplay  between  the  two  viruses  at  a 
proteomic  level  remains difficult  to elucidate. The  inter‐viral Y2H assay  in  this study was 
performed with  a  library  of  full‐length  and  fragments  of HSV‐1  proteins  and  the HPV 




including egress of virus particles  from  the nucleus, modulation of  the actin cytoskeleton, 
inhibition  of  apoptosis  to  allow  efficient  viral  replication  and  promotion  of  viral  gene 
expression  (42).  All  of  these  processes  are  also  necessary  for  survival  of  the  virus  and 
possibly  viruses  co‐infected with HSV‐1  and  the  interaction  of US3 with  the  E1  and  E7 
proteins possibly enhance these activities. The HSV‐1 US1 protein (also known as ICP22) is a 
transcriptional  regulator  of  cellular  and  viral mRNAs.  It  facilitates  the  inhibition  of  host 
genome  transcription,  leading  to  cell  cycle  deregulation  and  loss  of  efficient  antiviral 
response  (195).  Its  interaction with  the E1^E2C and  the E7 proteins might also potentially 
play an important function in reducing the antiviral response and facilitating the survival of 
the  viruses  in  the  infected  cells. HSV‐1 UL25  plays  a  role  in  the  encapsidation  of  viral 
genome and its packaging and also in the entry of viral genome into the nucleus. US5 (also 
called Glycoprotein J) is an anti‐apoptotic protein, US9 is an envelope protein which plays a 







UL48  or VP16  is  a  transcriptional  activator which  interacts with  other  viral  and  cellular 
transcription factors such as host cell factor 1 (HCF‐1) to activate transcription of immediate 
early genes (196). It acts as a switch between lytic and latent stages of HSV‐1 infection. When 
VP16  is activated,  it promotes  immediate early gene expression and causes  lytic  infection, 




RL1  (ICP 34.5)  is a neuro‐virulence  factor of HSV‐1. Upon viral  infection, viral dsRNA  is 
synthesized  and  through  the  activity  of  dsRNA  induced  interferon  pathway,  PKR  is 
activated (198). PKR phosphorylates the translation initiation factor eIF‐2A, thereby shutting 
off host protein synthesis and leading the cell to apoptosis. RL1 binds to PP1cα and recruits 
it  to  dephosphorylate  translation  initiation  factor  eIF‐2A  thereby  maintaining  protein 
synthesis  (199).  It  also  binds  to  proliferative  cell  nuclear  antigen  (PCNA)  necessary  for 
replication of host and viral DNA (200) and it is also involved in the evasion of MHC class II 
response (199). RS1 (ICP4) is a transcriptional regulator encoded by RS1 gene. It is necessary 
for  transcriptional  activation  of  both  early  and  late  gene  expression  and  also  causes 
repression of some genes (129). It interacts with general cellular transcription factors such as 
TBP  and  TFIIB  (201)  and  with  other  viral  transcription  factors  such  as  IPC27  for  its 
transcriptional  activity  (202).  Very  interestingly,  the  HPV  proteins  E1^E4  and  E1^E2C 














LUMIER assay has  its own  limitations. Quite possibly,  these  interactions unconfirmed are 
false negatives of the LUMIER assay. Testing of these interactions with other protein‐protein 





Future work will  involve  the validation of  these  interactions by other assays possibly, co‐
immunoprecipitation. Interactions of particular interest are those of ICP4 and ICP34.5 with 
HPV proteins. The study performed here provides a  list of  interactions between HPV and 
HSV‐1 proteins. Since  the HSV‐1 and HSV‐2 proteins are conserved,  these  interactions can 















5 Virus-host interactions of  






5.1.1 Virus-host protein interaction screens  
Viruses need the host cell to survive and propagate. Once inside a cell, they use the host cell 
machinery  for  proliferation.  Large  viruses  such  as  herpesviruses  encode  viral  proteins 
necessary  for  functions  such  as  replication  and  transcription  but  small  DNA  and  RNA 
viruses  such as papillomaviruses, poliomaviruses and  retroviruses depend  extensively on 
the host cell (42). Interactions of viruses with the host cell machinery are therefore critical for 
their  survival and proliferation. High‐throughput genome‐wide assays  such as yeast  two‐





5.1.2  Interaction of HPV proteins with host proteins 
As a small virus with only eight proteins, HPV depends extensively on the host machinery 
for many of its functions. To name a few important interactions, the E1 protein interacts with 
cellular  factors  such  as  replication protein A  (RPA)  and proliferative  cell nuclear  antigen 







Although  it  is  important  to  perform  large  scale  screens with  individual  viral  proteins  in 
order  to  increase  the number of  interactions,  there  is a bias  towards  the more extensively 
studied  and  significant proteins  such  as E2, E6  and E7  limiting  the discovery of possibly 






remain  unpublished  which  limits  the  available  interactome.  In  this  respect,  systematic 
analysis of the whole viral genomes with host cellular libraries becomes important. The aim 
of the work presented in this Chapter was to perform a genome‐wide interactome study of 
HPV‐16 proteins  against  a human  cDNA  library  to  identify novel  interaction partners. A 
further aim was  to validate  those  interactions  identified using biochemical assays, and  to 
identify key interactions for further characterisation and elucidation.  
5.2 Results 







In  order  to get high  confidence  interaction data,  the use  of  an  optimum  concentration  of 
inhibitor 3‐AT is necessary. A very high 3‐AT concentration will inhibit genuine interactions 
whilst a  low 3‐AT concentration will result  in a high number of false positive  interactions. 
To  identify  the  optimal  inhibitor  concentration  required  for  each  bait,  a  pre‐screen was 
performed using a range of inhibitor concentrations (0 mM, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2.5 mM, 
5 mM and 10 mM). As  the E2 bait was previously  found  to be auto‐activating,  it was not 











3).   The prey gene  in  the colonies was  identified by colony PCR amplification, sequencing 
and  analysed  by  BLAST  alignment  against  human  genomic  transcripts  (NCBI  BLAST 




(IPA)  software  (Ingenuity®  Systems,  www.ingenuity.com).  The  IPA  software  uses  the 
Ingenuity® Knowledge Base which  is a  repository of biological  interactions and  functional 
annotations created by manually  reviewed publications. A data set containing all  the host 
protein  interactors of HPV  identified  in  the  study was uploaded  into  the application. The 
software  then  sorts  the  dataset  of  the  proteins  into well  known  pathways  and  develops 
networks of  interactions and known  functions of  the proteins. To make  the network more 
comprehensive, the HPV proteins were added by me manually into the network (Figure 5.1). 




 2)  Cancer,  cell‐to‐cell  signalling  and  renal  and  urological  disorders‐  AIMP2,  CCDC11, 
KIFC3, MRPL36, NUFIP1, PPIG, PSMD2, REEP6, RPS7, UCHL1, WDR48, ZNF451  (Figure 
5.2b).  















































Pathway  Analysis  software.  The  maps  correspond  to  proteins  involved  in  a)  infectious  and 
dermatological diseases,  and  cellular development,  b) Cancer,  cell‐to‐cell  signalling  and  renal  and 
urological disorders, c) Inflammatory response and respiratory system development and function, d) 
Cancer, haematological disease and cellular development. Each node (cyan) represents a protein, with 
the  shapes  corresponding  to  the  type  of  protein  according  to  the  software.  HPV  proteins  are 
highlighted  in yellow,  and  interacting partners  identified  in  this  screen  are highlighted  in orange. 




















































































5.2.2 Validation of interactions by LUMIER assay 
In order to validate the interactions identified by Y2H, the LUMIER assay was performed for 
a subset of  interactions. Out of  the 54  interactions detected, cDNA clones expressing 37 of 
the  proteins were  obtained  in  pDONR223  vector.  The  genes were  cloned  into  LUMIER 
vectors,  pRenilla  and  pTREX‐dest  as  described  in  Section  2.2.1.1.  LUMIER  assay  for  five 
interactions were performed at DKFZ, Heidelberg by Kerstin Mohr as described  in Section 
2.2.6.9.1  (Figure  5.3a).  The  remaining  interactions were  tested  by me with  a  variation  in 
analysis  as  described  in  Section  2.2.6.9.2  (Figure  5.3b).  In DKFZ,  the mean  and  standard 
deviations  for  the  interactions were  calculated  from  large datasets of protein pairs which 
were not  expected  to  interact,  i.e.  from negative  reference  sets. Due  to unavailability of a 
large  dataset  of  non‐interacting  pairs,  the mean  and  standard  deviation was  interactions 






Among  these,  the  highest  z‐score  (=5)  was  found  for  an  interaction  between  E7  and 




















































































































































































































5.3.1 Virus-host interactome of HPV 
Y2H  is  a  very  important  tool  in  high‐throughput  studies  due  to  its  simplicity  and  cost‐
effectiveness. The Y2H screen performed in this study identified 54 interactions with nine of 
the thirteen HPV proteins tested. No interactions were identified with the HPV proteins E4, 















Among  the  protein  interactions  observed  in  the  screen,  some  have  been  previously 
identified,  in particular, E1^E2C with Ubiquitin  conjugating  enzyme UBE2I  (215), E1  and 
Zinc  finger  protein  ZNF451  (215),  and  E5  and  Zinc  transporter  ZnT1  (also  known  as 
SLC30A1)(216).  The  other  51  interactions  identified  were  novel,  out  of  which  38  were 
selected  for  validation  by LUMIER  assay  in mammalian  cell  system.  Some  of  these were 
tested in DKFZ while most were tested by me. Experiments carried out here were analysed 
using the complete dataset of the  interactions tested  in this study. As this dataset  is biased 
towards previously  identified  interactions,  the mean and  the  standard deviation  is higher 
compared  to  a  random dataset  of non‐interacting pairs  (as used  in DKFZ  for  calculation 
shown in data presented in Figure 3.3, Figure 4.4 and Figure 5.3a).  This method of analysis 
therefore results in a relatively high cut‐off and correspondingly low validation rate (29 %). 
Additionally  a  previously  published  interaction  between  E1^E2C  and UBE2I was  found 
negative  in  the  LUMIER  assay which  can  be  attributed  to  false  negatives  in  the  system.  
Additional  use  of  a  range  of  different  protein‐protein  interaction  techniques  such  as  co‐
immunoprecipitation, protein complementation assays (140) will enable further validation of 
the dataset and is something of interest for future studies.  
5.3.2 Protein interactions of interest 
While  it  is  relatively  easy  to  discover  interactions  using  high‐throughput  assays,  it  is 
extremely  time  consuming  and  expensive  to  identify  the  functional  relevance  of  these 
interactions. This study  identified nine potentially relevant  interactions  (Table 5.2). The E1 
protein  interacted with  a member of mitochondrial  solute  carrier  family  SLC25A46  (217). 
Member  of  the mitochondrial  solute  carrier  family  are  localised  in  the mitochondria  and 
transport molecules such as ATP/ADP, amino acids, malate, ornithine, and citruline  (218). 
Although not much  is known about  the  function of SLC25A46, other members of  the SLC 
family are implicated in cell proliferation and cancers such as SLC25A43 (219)(220). Further 















in  this  regard.  Another  interactor  of  E5,  TXNDC15  is  a  thioredoxin  domain  containing 
protein  involved  in various  redox  reactions. A member of  this  family, TXNDC5, which  is 
upregulated in cancers such as colorectal cancer (224) is shown to interact with HPV‐16 E7, 














EEF1a1,  eukayotic  translation  elongation  factor  1  alpha  1(also  known  as,  cervical  cancer 
suppressor 32 or prostate tumour inducing protein) is responsible for the enzymatic delivery 
of aminoacyl tRNAs to the ribosome. It is a marker for cellular senescence (229). It is known 
to  cause  suppression  of  cell  growth  and  induction  of  apoptosis when  over  expressed  in 





E1^E4*  therefore  is  a  very  relevant  and  investigation  of  this  interaction will  increase  the 
understanding of its role.  
 
KIFC3, Kinesin  family member C3  belongs  to  a  family  of molecular motors  involved  in 
transport of cellular cargos across microtubules (233). KIFC3 plays a role in golgi positioning 
(234).  Kinesins  are  implicated  in  several  cancers  and  overexpression  of  KIFC3  in  breast 






for  immunosuppressive drug cyclosporin A  (237). Since  then  they have been attributed  to 
peptidyl prolyl isomerise activity and protein folding and have been shown to have a role in 




The  Y2H  screen  presented  in  this Chapter  provides  a  list  of  interesting  interactions  and 
opens up avenues  for  future work.  It  is necessary  to perform additional validation of  the 
interactions  using  other  protein‐protein  interaction  techniques  such  as  co‐
immunoprecipitation, protein complementation assays (140). Also, the biological elucidation 






























Spermatogenic  leucine zipper protein (SPZ1) was first  isolated  in mouse testis (239). It  is a 
basic helix‐loop‐helix leucine zipper transcription factor (bHLH‐ZIP) that binds to E‐box and 




in  turn  binds  to  proliferative  cell  nuclear  antigen  (PCNA)  promoter  and  induces  cell 
proliferation.  SPZ1‐transfected cells can form foci on soft agar and develop tumours in nude 
mice (241). Furthermore, high levels of SPZ1 have been detected in murine tumour cell lines 
and  in  human  brain  tumour  samples  (242).  Overexpression  of  SPZ1  in  transgenic mice 
caused an increase in cell proliferation and reduction in spermatogenesis and fertility (241).  
 
One of  the direct protein  interactions known for SPZ1  is with protein phosphatase 1 (PP1) 
(243). PP1 dephosphorylates a wide range of substrates with  the help of catalytic subunits 
PP1c.  There  are  four  isoforms  of  PP1c  in mammalian  cells,  α,  β,  γ1  and  γ2,  and  these 
isoforms interact with several regulatory subunits which enhance its substrate specificity. It 
is believed that SPZ1 might be a novel regulatory subunit of PP1cγ2 (243) although its target 
specificity  is  unknown.  All  isoforms  of  PP1c  are  known  to  bind  and  dephosphorylate 




E7  which  was  confirmed  in  mammalian  LUMIER  assay.  Being  a  proto‐oncogene,  its 
interaction with E7 might play an important role in HPV pathogenesis. The aim of the work 
presented  in  this  Chapter  is  to  elucidate  the  biological mechanism  and  function  of  this 






6.2 Results  



















































6.2.2 Mapping of the SPZ1 interaction domain on E7 
In  order  to  identify  and map  the  interaction domains  on E7 necessary  for  SPZ1  binding, 
mutants  of HPV‐16 E7  previously  described  in  Section  3.2.4.1 were  tested  for  interaction 
with SPZ1 by Y2H screen (Figure 6.2a). Mutants M2, M3, M4 retained over 80 % interaction 
affinities as compared to wild‐type E7. The M4 mutant, comprising only of CRII domain and 
M2  and M3 which  also  retain  the CRII  domain  are  able  to  interact with  SPZ1.  The M5 
mutant, which  lacks  the  CRII  domain  has  reduced  interaction  affinity  (50 %  at  10 mM 
concentration of  inhibitor 3‐AT). The M6 mutant, which  lacks  the CRII domain and amino 
acids 38‐52 of CRIII showed significantly reduced interaction which is similar to interaction 
of  SPZ1  to  empty  bait  (Figure  6.2b).  These  data  suggest  that  the CRII  domain  spanning 
amino acids 15‐32 and possibly additional amino acids within 38‐52  in CRIII play a role  in 
SPZ1  interaction. The CRII domain of E7 contains an LxCxE domain necessary for binding 
RB  (76) and  therefore,  it was hypothesized  that  this domain might also be  involved  in  its 
interaction with  SPZ1.  E7 with mutant C24G within  the  LxCxE  domain was  cloned  into 

























































































Figure 6.2: Mapping of  interaction domains of SPZ1 on E7. a) Schematic  representation of  the E7 
deletion mutants. Interactions between b) E7 deletion mutants and SPZ1; and c) SPZ1 with E7 C24G 
was  tested  by  Y2H  assay.  Relative  fluorescence  units  were  measured  for  five  different  3‐AT 
concentrations  (0 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM). All  interactions were normalised  to positive 
control of wild‐type E7 and SPZ1 (arbitrarily set to 100) for each 3‐AT. Interaction between SPZ1 and 
empty bait (EB) and empty bait and empty prey (EP) were performed as negative controls. Error bars 
represent  standard  deviation  of  quadruplicates  in  one  representative  experiment.  d)  Co‐
immunoprecipitation of c‐MYC  tagged E7 and E7 C24G with HA  tagged SPZ1 was performed and 
cell  lysates  immunoprecipitated  (IP) with  c‐MYC  and HA  antibodies were  lysed with  2 x  laemelli 
buffer, separated on 15 % polyacrylamide gels and immunoblotted (IB) with either anti c‐MYC or anti 
HA antibody as indicated. Both E7 and E7 C24G were tested for interaction with empty prey (EP) to 




































6.2.3 Mapping the E7 interaction domain on SPZ1 
In order to  identify the E7 binding domain on SPZ1, three deletion mutants encompassing 


















































units were measured  for  four  different  3‐AT  concentrations  (1 mM,  2.5 mM,  5 mM,  10 mM). All 
interactions were normalised to positive control of wild‐type E7 and SPZ1 interaction (arbitrarily set 
to  100)  for  each  3‐AT. Each E7  bait was  tested  against  empty  prey  (EP). Additionally,  interaction 





generated  by  site‐directed  point  mutagenesis  as  described  in  Section  2.2.1.2  using 
pDONR223 SPZ1 as template and specific primers (Appendix 1). The mutants L1, L2 and L3 
were  generated  using  specific  primers  containing  the  desired  mutation  and  sequence 
verified. L4 was generated by using  the L1 mutant as  template and  the primer  set  for L2 
(Figure  6.5).  The  mutants  were  then  cloned  into  the  Y2H  prey  vector  and  tested  for 











































































C‐terminal  region of  the  leucine zipper domain or mutations of all  the  leucine  residues  is 
needed to block this interaction. 
  
  1 MASSAKSAEM PTISKTVNPT PDPHQEYLDP RITIALFEIG SHSPSSWGSL PFLKNSSHQV 
 61 TEQQTAQKFN NLLKEIKDIL KNMAGFEEKI TEAKELFEET NITEDVSAHK ENIRGLDKIN 
121 EMLSTNLPVS LAPEKEDNEK KQEMILETNI TEDVSAHKEN IRGLDKINEM LSTNLPVSLA 
181 PEKEDNEKKQ QMIMENQNSE NTAQVFARDL VNRLEEKKVL NETQQSQEKA KNRLNVQEET 
241 MKIRNNMEQL LQEAEHWSKQ HTELSKLIKS YQKSQKDISE TLGNNGVGFQ TQPNNEVSAK 
301 HELEEQVKKL SHDTYSLQLM AALLENECQI LQQRVEILKE LHHQKQGTLQ EKPIQINYKQ 
361 DKKNQKPSEA KKVEMYKQNK QAMKGTFWKK DRSCRSLDVC LNKKACNTQF NIHVARKALR 










Figure  6.5:  Interaction  of  SPZ1  leucine  zipper  mutants  with  E7.  a)  Sequence  of  SPZ1  with 
highlighted leucine residues that make up leucine zipper domain. b) Schematic representation of the 
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6.2.4 SPZ1 expression in HPV positive cell lines 
SPZ1 was originally discovered in testis and its overexpression in several cancers has been 
reported  (239).  In  order  to  check whether  SPZ1  is  expressed  in  cervical  epithelial  cells, 
western blot analysis was done using three cervical cancer cell lines ‐ HeLa, CaSki and SiHa. 
HeLa  cells  contain  25‐50  copies  of  integrated HPV‐18  genome  (245) whereas  SiHa  cells 
contain  one  to  two  copies  and  CaSki  cell  have  about  600  copies  of  integrated  HPV‐16 
genome per  cell  (246). Western blot analysis of equal protein amounts  showed  that HeLa 
cells express more SPZ1 compared to CaSki or SiHa cells (Figure 6.6a). Confocal microscopy 









































6.2.5 Colocalization of E7 and SPZ1 
In order to check whether E7 and SPZ1 co‐localize, confocal microscopy was performed as 
described  in  Section  2.2.6.7  .The  cytoplasmic  and  nuclear  localisation  of  SPZ1  previously 
described  (248).  The  E7  protein  is  known  to  shuttle  between  nucleus  and  cytoplasm 
































































6.2.6 E7 and SPZ1 upregulate PCNA promoter 
It has previously been shown that mouse SPZ upregulates PCNA promoter (242). In order to 
investigate  whether  human  SPZ1  similarly  upregulates  the  PCNA  promoter,  a  pGL3 
plasmid  containing  the  PCNA  promoter  was  transfected  into  Cos7  cells  along  with 
expression plasmids for SPZ1 and E7 either alone or together   and dual  luciferase reporter 
assays were performed (Section 2.2.6.8) (Figure 6.8).Whilst E7 alone did activate the PCNA 








ng with  empty  PCR3  plasmid where  necessary.  Cells were  lysed  48  hours  post  transfection  and 
luciferase  activity was measured. Relative  luciferase  activity was  calculated  by  normalising  firefly 
luciferase activity by  its  respective  renilla  luciferase activity and normalising all samples  to control 









































6.2.7 Identification of novel cellular interactions of SPZ1 
Being a recently identified protein, there remains much to discover about the functions and 
interactions  of  SPZ1  with  other  cellular  proteins.  In  order  to  identify  novel  interaction 
partners,  four Y2H screens were performed with SPZ1 bait and  three human cellular prey 
libraries,  a  normalised  library  containing  about  12,300 mainly  full  length  human  cDNAs 
from mammalian  gene  collection  (MGC),  a  human  epithelial  testis  and  a  human  lymph 
library as described in Section 2.2.5.5. One of screens with the MGC library was performed 









The  identified  interaction  partners were  subjected  to  Ingenuity  pathway  analysis  (Figure 
6.9). Three clusters of functional protein networks were identified: 
 




 2)  proteins  involved  in  cell  to  cell  signalling  and  interaction  and  nervous  system 















pathway analysis. Each node  (cyan) represents a protein, with  the shapes corresponding  to  the  type of protein according  to  the software. The  interacting 
partners  of  SPZ1  identified  in  this  screen  are highlighted  in green. Each  line  represents  an  interaction, with  solid  (black)  lines  showing protein protein 
interactions identified in this screen, solid (grey) lines are interactions identified by the software and dotted lines are interactions at transcriptional level. 













Figure  6.10:  Interaction  networks  of  SPZ1  interacting  proteins.  Three  important  networks 
representing the  functional  interactions of SPZ1 binding proteins  identified  in  the Y2H screen 
were  generated  by  Ingenuity  Pathway Analysis  software.  The maps  correspond  to  proteins 
involved  in a) cell morphology, assembly and organization, and molecular transport b) cell to 
cell  signaling  and  interaction  and  nervous  system  development  and  function  and  c) 
















The  network  was  also  subjected  to  functional  analysis  to  identify  the  biological 







































dataset  was  performed  to  identify  the  biological  functions  and  diseases  that  were  most 
significant to the proteins in the dataset. Right‐tailed Fisher’s exact test was used to calculate a 
p‐value determining  the  probability  that  each  biological  function  and/or disease  assigned  to 
that network is due to chance alone. The proteins involved in each of the functions are listed. 
 




6.3 Discussion  
6.3.1 Elucidation of E7-SPZ1 interaction 
The interaction between E7 and proto‐oncogene SPZ1 identified in the Y2H study was 




IP  or  other  protein  interaction  studies  and  if  true,  may  identify  a  mechanism  of 
pathogenesis caused by the high‐risk types. 
 
The  structural domains of  this  interaction with  type‐16 E7 were mapped  to  the CRII 
domain with  possible  additional  low  affinity  sites  between  38  and  52  amino  acids 
(Figure 6.2). The CRII domain contains  the LxCxE motif necessary  for RB  interaction 
(76) and other pocket proteins such as p107, p130, cyclin A and also the casein kinase 
CKII  phosphorylation  sites.  A  point mutant  C24G  unable  to  interact  with  RB  still 
retained  interaction with  SPZ1  indicating  that  this  residue  is  not  necessary  for  the 
interaction  (Figure 6.2). Further experiments  to generate a short  functional mutant of 
E7  that  is  unable  to  bind  to  SPZ1  will  be  useful  to  more  specifically  map  this 
interaction. By deletion mutagenesis of SPZ1, it was found that the C–terminal domain 
containing  the  amino  acids  301‐430  was  necessary  and  sufficient  to  maintain 
interaction  with  E7  (Figure  6.4).  However,  the  substitution  of  the  leucine  zipper 
residues in the leucine zipper domain of SPZ1 did not abrogate the interaction (Figure 
6.5)  indicating  that  this domain may  not  necessary  and  the  interaction domain was 
downstream of this region.  
 
There  is  little  data  available  about  the  expression  of  SPZ1  in  epithelial  cells  and 
particularly  cervical  cancer  cell  lines.  Therefore,  in  this  study,  western  blot  and 
confocal microscopy were performed to look at the expression of SPZ1 in HeLa, SiHa 







other  types  of  HPV  will  be  interesting  to  investigate.  Further  investigation  into 
whether  ‐16 E7  is  causing downregulation or degradation of SPZ1  in  these  cell  lines 






phase  progression.  It  is  upregulated  in  proliferative  cells  and  it  has  been  used  as  a 
marker in cancer cells including cervical cancer. In order to see if E7 and SPZ1 have a 
role  in PCNA upregulation,  the PCNA promoter region  from nucleotides  ‐560  to +60 





the  absence  of E2F  consensus  binding  sites  (which  are present  in  the  first  intron  of 
PCNA) (251). Moreover, E7 is unable to cause activation or repression when these E2F 











with  the  first  exon  and  intron  are  shown.  The  SPZ1  binding  site  (250)  and  E2F  sites  (251) 









(252). The  activation  of PCNA promoter  in  this  study was performed  in Cos7  cells. 
Further  investigation needs  to be done  to assess  the activity  in other cell  lines and at 
different cell cycle stages which might indicate a regulated control of PCNA with SPZ1.   
 
6.3.2 Protein interactions of SPZ1 
SPZ1  interacts with PP1 and  is hypothesized to be  its regulatory substrate (247)  . It  is 
possible that SPZ1 might play a regulatory role in dephosphorylation of RB and/or E7 
via  its  interactions with PP1 however, whether  it has a  tumour suppressor role or an 
oncogenic  role  remains  to  be  studied.  Future  experiments  will  be  directed  to 
understand  if  SPZ1  helps/blocks  the  dephosphorylation  of  RB  by  PP1  using 
phosphatase assays and whether E7 plays a role in this activity of SPZ1. Alternatively, 











whether  SPZ1  directly  plays  a  role  in  the  dephosphorylation  of  E7  will  also  be 
interesting to investigate. 
 
Apart  from  its known direct  interaction with PP1cγ, SPZ1  is known  to  interact with 
homeobox protein HOXB9  (253), however  the  functional  relevance of  this  interaction 
remains unknown. Being a proto‐oncogene of  the  family of bHLH‐Zip proteins,  it  is 
important  to  identify  new  protein  interactors  of  SPZ1.  An  Y2H  library  screen 
performed  led  to  the discovery of 33 novel  interactors of  the protein. The  functional 
analysis of  the  interacting partners of  SPZ1 done by  IPA  identified  three  clusters of 
functions:  (i)  cell morphology,  assembly  organization,  and molecular  transport;  (ii) 
haematological, hereditary and  immunological disorders and ribosomal proteins;  (iii) 




as  cancer  testis  antigen  1)  was  identified  as  interacting  partner  in  thirteen  clones.  
MAGEA1 was discovered  as  an  antigen  for melanoma  cells detected  by  cytotoxic T 
lymphocytes  (254).  It  is upregulated  in a  range of  cancer  including  colorectal  cancer 






Other  interactors  identified  in  four  clones each are RAD50 and KRT33B. RAD50  is a 
member of MRN complex (which is made of MRE11, RAD50 and NBS1). This complex 
is  involved  in  recognition  of DNA double  stranded  breaks  (DSB)  and  facilitation  of 
DSB responses (262). It  is of  interest  to see how SPZ1 might be  involved  in  the MRN 
complex  and  whether  it  has  any  effects  on  DSB  response.  In  the  context  of  HPV 




pathogenesis, DSB  facilitates  the  integration  of HPV genome  into  cellular DNA  and 
this will be an interesting line of investigation.  
 
Keratin  33B  (KRT33B)  belongs  to  the  family  of  keratins which  are  filament  forming 
proteins of epithelial cells. There are two types of keratins type I and type II that form 
heterodimers.  KRT33B  is  a  type‐I  hair  keratin.  Although  keratins  have  been  used 
extensively as cancer markers, there is also evidence of keratin in cancer cell invasion 
and metastasis  (263). The role of KRT33B  is not well studied however;  its  interaction 
with SPZ1 might provide important insights into its activity. 
 
The Y2H  screen also  identified  the MYC associated protein MAX as an  interactor of 
SPZ1. MAX  has  a  complex  regulatory  role  in  cells. MAX  is  a  bHLH  transcriptions 
factor  that  dimerises  with  itself  and  other  bHLH  transcription  factors  (264). 
Homodimers  of MAX  are weak  and  are  transcriptionally  inert  but  the MYC‐MAX 
heterodimers  transcriptionally activates a set of genes  through  its  interaction with E‐
box domains (265). Alternatively MAX interacts with the MAD proteins (MAD1, MXI1, 
MAD3, MAD4) to transcriptional repress genes (266)(267)(256). Two more partners of 
MAX have been  identified, MNT1 which  causes  repression of genes  (258) and MGA 
which  results  in  activation  of  genes  through  a  T‐box  domain  (258).  The  interaction 
identified  between MAX  and  SPZ1  and  the  fact  that  SPZ1  is  a  bHLH  transcription 
factor  suggests  that  SPZ1 might  be  a  new  partner  of MAX  and whether  it  causes 
activation  or  repression  of  genes  provides  for  an  interesting  line  of  investigation 
(Figure 6.12). 
 





Figure  6.12: Hypothesis  of  transcriptional  role  of  SPZ1‐E7  interaction  in  gene  regulation. 








6.12).  This  study  has  shown  evidence  that  E7  and  SPZ1  co‐operatively  upregulate 
PCNA. The collective role of E7 and SPZ1 in the MYC/MAX transcriptional control can 





a mechanism  of  upregulation  of  PCNA  by  E7. Additionally,  a whole  range  of  new 





about  this  little  characterised  protein.  Finally,  this  study  opens  up  avenues  to 
investigate  the  use  of  SPZ1  as  a  diagnostic marker  for  cancer  progression  and  also 
possibly in reducing the burden of HPV related malignancies. 
 






















types  are  also  implicated  in  other  genital  and  non‐genital  cancers  including  anal, 
penile,  vaginal  and  vulval  cancer.  There  is  increasing  evidence  of  the  link  between 
HPV  and head  and neck  cancer. Also of  relevance  are  the  low‐risk  types  that  cause 
warts and benign lesions. While the implementation of HPV vaccination and screening 
programmes  in many  countries  is  leading  to  a  reduction  in  the  burden  of  cervical 
cancer,  its  effect  on  other malignancies  is  yet  to  be  assessed. Additionally,  there  is 
increasing chances that while the incidence of high‐risk types such as HPV‐16 and ‐18 
might  be  reducing,  the  incidence  of  the  less  prevalent  and  resistant  strains might 
increase  with  the  use  of  population‐wide  vaccination.  Therefore,  it  is  essential  to 
identify newer and better diagnostics and therapeutics to combat this virus. In order to 
achieve  this,  it  is  important  to  obtain  a better understanding  of  the  life  cycle  of  the 




three different  contexts. Therefore,  this  thesis  is divided  into  three  separate  sections 




novel  interaction between  the replication protein E1 and  the  transforming protein E7 
(Chapter 3). The interaction domains of this interaction were mapped to the N‐terminal 
92 amino acids of E1 and  the CxxC domain  in  the CRIII region of E7. Mutants of E7 
which are unable  to  interact with E1 were generated  (C58A, C59A, C61A). Transient 
replication assays indicate that E7, but not the mutants incapable of interacting with E1 
cause a  repression  in HPV  replication  in vitro. Future work  in  this direction will be 
aimed at understanding the mechanism of the repression of replication by E7 including 
      Chapter 7: Conclusions  
144 
 






suggested  the  role of HSV‐1  and HSV‐2  as  co‐factors  in  cervical  carcinogenesis,  this 
study  presents  evidence  of  direct  protein  interactions  between  the  two  viruses 
(Chapter 4). Future work will involve validation of these interactions. While it remains 
to be  investigated,  the  interactions of E1, E1^E4 and E1^E2C with  ICP4 and  ICP34.5 




These  interactions,  particularly  for  a  small  virus  such  as HPV  are  essential  for  its 
infection, survival and proliferation. This study has  identified 53  interactions of HPV 
proteins,  a  majority  of  which  are  previously  unknown  (Chapter  5).  The  proteins 
identified  as HPV  interactors  are  involved  in  several  cellular  processes  such  as  cell 
development,  signalling,  inflammation  and  also  infectious  diseases  and  cancer 
progression.  Nine  out  of  37  interactions  tested  were  positively  validated  in  the 
LUMIER  assay.  Several  avenues  of  future  work  have  been  opened  by  the  data 
presented in this Chapter. Firstly, the validation of the remaining interactions needs to 
be performed. Secondly, nine of the interesting interactions have been discussed in the 
Chapter.  Investigation of each of  these  individual  interactions and  the elucidation of 
their biological relevance will provide valuable insights into the virus. 
 
Among the interactions  identified  in the screen, an  interesting  interaction between E7 
and  SPZ1 was  investigated  in  some detail  (Chapter  6).  Since  very  little was  known 
about  this protein and  its  interactions, an Y2H screen was performed  to  identify new 
interactors of SPZ1 which identified 33 novel interactors. Among these interactors were 
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proteins  involved  in  cell morphology,  signalling  and  transport,  and  hereditary  and 
immunological disorders. While it is known that SPZ1 is a bHLH transcription factor, 








The  investigation of  the  interaction between E7 and SPZ1 suggests  that  the CRII and 
additional  domains  in  CRIII  of  E7  and  the  C‐terminal  region  of  SPZ1  might  be 











among  themselves, with HSV and with  the host. Although  it  is near  to  impossible  to 
identify all the interactions of the virus, this study provides the basis for several lines 
of  future  research and has added  to  the existing knowledge about  the virus and  the 

























































































































































































H51A  Fwd  GAA CCG GAC AGA GCC GCT TAC AAT ATT GTA ACC 
Rev  GGTTACAATATTGTAAGCGGCTCTGTCCGGTTC 
Y52A  Fwd  CCG GAC AGA GCC CAT GCC AAT ATT GTA ACC  
Rev  GGTTACAATATTGGCATGGGCTCTGTCCGG 
N53A  Fwd  GAC AGA GCC CAT TAC GCT ATT GTA ACC TTT TG 
Rev  CAAAAGGTTACAATAGCGTAATGGGCTCTGTC 
I54A  Fwd  AGA GCC CAT TAC AAT GCT GTA ACC TTT TGT TGC 
Rev  GCAACAAAAGGTTACAGCATTGTAATGGGCTCT 










C58A  Fwd  C AAT ATT GTA ACC TTT GCT TGC AAG TGT GAC TCT ACG C 
Rev  GCGTAGAGTCACACTTGCAAGCAAAGGTTACAATATTG 
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C59A  Fwd  ATT GTA ACC TTT TGT GCC AAG TGT GAC TCT ACG  
Rev  CGTAGAGTCACACTTGGCACAAAAGGTTACAAT 
K60A  Fwd  GTA ACC TTT TGT TGC GCG TGT GAC TCT ACG C 
Rev  GCGTAGAGTCACACGCGCAACAAAAGGTTAC 
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1  UL1  672  Full‐length  envelope glycoprotein L 
2  UL1dSP  618  58‐672    
3  UL2  1002  Full‐length  uracil‐DNA glycosylase 
4  UL3  705  Full‐length  nuclear protein  
5  UL4  597  Full‐length  nuclear protein  
6  UL5  2646  Full‐length 
helicase‐primase helicase 
subunit 
7  UL6  2028  1‐700, 1485‐2028  capsid portal protein 
8  UL7  888  Full‐length  tegument protein  
9  UL8  2250  1‐530, 1760‐2250  helicase‐primase subunit 
10  UL9a  1200  N‐terminal 1200 
DNA replication origin‐
binding helicase 
11  UL9b  1353  C‐terminal 1353 
12  UL10  1422  Full‐length  envelope glycoprotein M 
13  UL10C  390  1027‐1422     
14  UL11  288  Full‐length 
myristylated tegument 
protein 
15  UL12  1878  1‐561, 1047‐1878  deoxyribonuclease 




17  UL14  657  Full‐length  tegument protein  
18  UL15  2208  1‐650, 1652‐2208 
DNA packaging 
terminase subunit 1 
19  UL16  1119  1‐115, 606‐1119  tegument protein  
20  UL17  2109  1‐739, 1258‐2109 
DNA packaging 
tegument protein  
21  UL17N  1971  1‐1971    
22  UL18  954  Full‐length  capsid triplex subunit 2 
23  UL19  4122  1‐632, 3570‐4122  major capsid protein 
24  UL20  666  Full‐length  envelope protein  
25  UL20a  189  1‐189    
26  UL21  1605  1‐555, 1032‐1605  tegument protein 
27  UL22  2514  1‐659, 1936‐2514  envelope glycoprotein H 
28  UL22NdSP  2358  55‐2412    
29  UL23  1128  Full‐length  thymidine kinase 
    Appendix‐2    
152 
 
30  UL24  807  Full‐length  nuclear protein  
31  UL25  1740  1‐660, 1173‐1740 
DNA packaging 
tegument protein  
32  UL26  1905  1‐565, 1423‐1‐05 
capsid maturation 
protease 
33  UL26.5  987  1‐454, 491‐987  capsid scaffold protein 
34  UL27NdSP  2151  91‐2241  envelope glycoprotein B 
35  UL27b  315  2397‐2712    
36  UL28a  1029  N‐terminal 1029 
DNA packaging 
terminase subunit 2 
37  UL29a  3348  N‐terminal 3348 
single‐stranded DNA‐
binding protein 
38  UL30  3708  1‐639, 3149‐3708 
DNA polymerase 
catalytic subunit 
39  UL31  921  Full‐length 
nuclear egress lamina 
protein 
40  UL32  1791  1‐276, 1237‐1791  DNA packaging protein  
41  UL33  393  Full‐length  DNA packaging protein  
42  UL34  825  Full‐length 
nuclear egress membrane 
protein 
43  UL34a  741  1‐741    
44  UL35  336  Full‐length  small capsid protein 
45  UL36a  3000  N‐terminal 3000  large tegument protein 
46  UL36b  3000  Central 3000    
47  UL37d11  3369  Full‐length  tegument protein  
48  UL37b  1869  C‐terminal 1869    
49  UL38  1395  Full‐length  capsid triplex subunit 1 
50  UL39  3411  Full‐length 
ribonucleotide reductase 
subunit 1 
51  UL40  1020  Full‐length 
ribonucleotide reductase 
subunit 2 
52  UL40a  537  1‐537    
53  UL40b  414  607‐1020    
54  UL41  1467  Full‐length 
tegument host shutoff 
protein 
55  UL42  1464  1‐85, 760‐1464  dsDNA‐binding protein 
56  UL43  1302  Full‐length  envelope protein  
57  UL43a  222  1‐222    
58  UL43b  453  643‐1095    
59  UL44  1533  1‐74, 1017‐1533  envelope glycoprotein C 
60  UL44NdSP  1362  70‐1431    
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61  UL45  516  Full‐length  membrane protein  
62  UL45a  372  145‐516    
63  UL46a  1008  N‐terminal 1008  tegument protein VP11/12
64  UL46b  2514  C‐terminal 2514    
65  UL47  2079  1‐717, 1147‐2079  tegument protein VP13/14
66  UL48  1470  Full‐length 
transactivating tegument 
protein VP16 
67  UL49  903  Full‐length  tegument protein VP22 
68  UL49a  273  N‐terminal 273    
69  UL50  1116  Full‐length 
deoxyuridine 
triphosphatase 
70  UL51  732  Full‐length  tegument protein UL51 
71  UL52  3177  Full‐length 
helicase‐primase primase 
subunit 
72  UL53  1014  Full‐length  envelope glycoprotein K 
73  UL53a  270  97‐366    
74  UL54  1539  Full‐length 
multifunctional 
expression regulator 
75  UL55  558  Full‐length  nuclear protein  
76  UL56  702  Full‐length  membrane protein  
77  UL56N  630  1‐630    
78  US1  1260  Full‐length  regulatory protein ICP22 
79  US2  873  Full‐length 
possibly envelope‐
associated 
80  US3  1443  Full‐length 
serine/threonine protein 
kinase  
81  US4  714  Full‐length  envelope glycoprotein G 
82  US4a  483  88‐570    
83  US5  276  Full‐length  envelope glycoprotein J 
84  US5a  78  73‐150    
85  US6  1182  Full‐length  envelope glycoprotein D 
86  US6a  1023  1‐1023    
87  US6NdSP  948  76‐1023    
88  US7  1170  Full‐length  envelope glycoprotein I 
89  US7a  819  1‐819    
90  US7NdSP  759  61‐819    
91  US7b  282  889‐1170    
92  US8  1650  Full‐length  envelope glycoprotein E 
93  US8a  1263  1‐1263    
94  US8NdSP  1200  63‐1263    
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95  US8b  318  1333‐1650    
96  US9  270  Full‐length  membrane protein 
97  US9a  192  1‐192    
98  US10  936  Full‐length  virion protein 
99  US11  483  Full‐length 
TAP transporter inhibitor 
ICP47 
100  RL1  744  Full‐length  Neurovirulence factor 
101  RL2  666  Exon 2     
102  RS1a  897  265‐1161 
transcriptional regulator 
ICP4 
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1  E1‐N  CREB3  NM_006368  1  Negative 
2  E1  ZNF451  NM_015555  1  Not tested 
3  E1  SLC25A46  NM_138773  1  Positive 
4  E1  ZFAND1  NM_024699  1  Negative 
5  E1  WDR60  NM_018051  3  Negative 
6  E1  PRM2  NM_002762  1  Negative 
7  E1  NUFIP1  NM_012345  1  Negative 
8  E1  FAM18B1  NM_016078   1  Not tested 
9  E1  ANKRD30A  NM_052997  1  Not tested 
10  E1  XRCC6  NM_001469  1  Negative 
11  E1  TBC1D21  NM_153356  1  Not tested 
12  E1  RPL11  NM_000975  1  Not tested 
13  E5  CCDC136  NM_022742  1  Negative 
14  E5  SLC30A1  NM_021194  1  Not tested 
15  E5  YIPF4  NM_032312  1  Positive 
16  E5  CLMN  NM_024734  1  Positive 
17  E5  TXNDC15  NM_024715  1  Positive 
18  E5  RNF141  NM_016422  1  Negative 
19  E5  GLRX3  NM_006541  1  Not tested 
20  E5  RCC2  NM_018715  1  Not tested 
21  E5  PSMD2  NM_002808  1  Negative 
22  E5  GRK5  NM_005308.2  1  Not tested 
23  E7  PPIG  NM_004792  1  Positive 
24  E7  CCDC11  NM_145020  1  Negative 
25  E7  SPZ1  NM_032567  1  Positive 
26  L1  ADORA3  NM_001081976  1  Positive 
27  L1  CAMLG  NM_001745  2  Not tested 
28  L1  CREB3  NM_006368  7  Negative 
29  L1  SPACA1  NM_030960  1  Negative 
30  L1  SNAR‐E  NR_024258  1  Not tested 
31  L1  PITRM1  NM_014889  2  Negative 
32  L2  DUS3L  NM_020175  1  Negative 
33  L2  WDR48  NM_020839  1  Not tested 
34  E1^ E4*  CPT2  NM_000098  1  Not tested 
35  E1^ E4*  EEF1A1  NM_001402  1  Positive 
36  E1^ E4*  DNAJB1  NM_006145  1  Negative 
37  E1^ E4*  UCHL1  NM_004181  1  Negative 
38  E1^ E4*  RPL3  NM_000967  1  Negative 
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39  E6*^E7*  MRPL36  NM_032479  1  Negative 
40  E6*^E7*  AIMP2  NM_006303  1  Not tested 
41  E6*^E7*  HAX1  NM_006118  1  Negative 
42  E6*^E7*  DNAJB1  NM_006145  2  Negative 
43  E6*^E7*  DNAJB6  NM_005494  1  Not tested 
44  E6*^E7*  KIFC3  NM_001130100  1  Positive 
45  E6*^E7*  LDHC  NM_017448  1  Negative 
46  E6*^E7*  TAF1A  NM_005681  1  Negative 
47  E1^ E2C  RPS7  NM_001011  1  Negative 
48  E1^ E2C  MLL4  NM_014727  1  Not tested 
49  E1^ E2C  ZBTB6  NM_006626  1  Not tested 
50  E1^ E2C  UBE2I  NM_003345  2  Negative 
51  E1^ E2C  UBL3  NM_007106  1  Negative 
52  E1^ E2C  RPL36AL  NM_001001  1  Negative 
53  E1^ E2C  EFCAB5  NR_026738  1  Not tested 
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1  APOL4  NM_145660.1  1  MGC  
2  BCSC‐1  NM_001130142.1  1  MGC  
3  CCDC14  NM_022757.4  1  Human lymph  
4  CCL19  NM_006274.2  1  Human lymph  
5  CCNI  NM_006835.2  1  MGC  
6  CDK10  NR_027703  2  Human lymph  
7  CENPM  NM_024053  1  Human lymph  
8  CRX  NM_000554  1  MGC  
9  CTSA  NM_000308  1  Human lymph  
10  FTL  NM_000146  1  Human lymph  
11  GRB2  NM_002086  1  Human lymph  
12  HLA‐DLR  NM_019111  1  MGC 
13  HNRNPA2B1  NM_002137               1  Human lymph  
14  IGF1R  NM_000875.3  1  MGC  
15  IGLL5  NM_001178126.1  2  Human lymph  
16  KCNN2  NM_170775  1  MGC  
17  KRT33B  NM_002279  1  Human lymph  
         2  MGC  
18  MAGEA1  NM_004988  8  MGC  
         5  Human lymph  
19  MAX  NM_145112  1  MGC  
20  METTL7B  NM_152637   1  MGC  
21  MLLT6  NM_005937  1  MGC  
22  MRPL51  NM_016497.3  1  MGC  
23  NADKD1  NM_153013.3  1  MGC  
24  NISCH  NM_007184  1  Human lymph  
25  PHF7  NM_016483  1  Human Testis  
26  PTPRK  NM_002844  1  MGC  
27  RAD50  NM_005732  1  Human lymph  
         3  Human Testis  
28  RPL21  NM_000982  2  Human lymph  
29  RPL34  NM_033625  1  Human lymph  
30  RPL4  NM_000968  1  Human lymph  
31  SERPINA6  NM_001756.3  1  MGC  
32  SIKE1  NM_025073  1  MGC  
33  TMCO1  NM_019026  1  Human lymph  
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